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Die chronisch obstruktive Bronchitis (COB), die im englischen Sprachgebrauch als „chronic 
obstructive pulmonary disease“ (COPD), „broken wind“, „heaves“ oder nach neuerer 
Definition „recurrent airway obstruction“ (RAO) bezeichnet wird, ist eine der am häufigsten 
diagnostizierten Lungenerkrankungen des Pferdes und verursacht aufgrund des Verlustes der 
Leistungsfähigkeit einen erheblichen finanziellen Schaden. Die COB des Pferdes und ebenso 
das menschliche Asthma bronchiale, welche hinsichtlich der Pathophysiologie und der 
Therapieprinzipien vergleichbar sind, stellen multifaktoriell bedingte destruktive 
Erkrankungen dar und sind bislang nicht heilbar. Die Bedeutung einzelner auslösender 
Faktoren und deren Signifikanz sind immer noch nicht im Detail aufgeklärt. So ist trotz einer 
breiten Palette hochwirksamer Arzneimittel die Behandlung sowohl der COB des Pferdes als 
auch des Asthma bronchiale bisher nicht zufriedenstellend. Die kausale Therapie dieser 
Erkrankung ist bislang auf eine Meidung der auslösenden Noxe bzw. Allergenkarenz 
begrenzt. 
Voraussetzung für eine rationale therapeutische Strategie ist die genaue Kenntnis der 
physiologischen Regulation der Bronchialweite. Für die obstruktive Lungenerkrankung sowie 
deren Therapie spielt die autonome Innervation der Atemwege eine entscheidende Rolle. 
Während das sympathische (adrenerge) Nervensystem eine Bronchodilatation durch 
Aktivierung der β-adrenergen Rezeptoren der glatten Muskulatur bewirkt, induziert das 
parasympathische (cholinerge) Nervensystem eine Bronchokonstriktion durch Stimulation der 
muskarin-cholinergen Rezeptoren. Bei chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen ist noch 
umstritten, ob ein Missverhältnis zwischen Konstriktion und Dilatation auftritt, so dass eine 
zielgerichtete therapeutische Intervention erschwert sein kann (BARNES 1995b). Allein der 
Umstand, dass morphometrische Veränderungen der Atemwege charakteristisch für die COB 
des Pferdes sind, weist auf die Möglichkeit einer Beteiligung des Sympathikus und 
Parasympathikus an der Entstehung der Erkrankung hin. Ob diese Wirkung über eine 
veränderte Freisetzung von Acteylcholin oder Katecholaminen und/oder über Veränderungen 
der β-adrenergen und muskarin-cholinergen Rezeptoren in der Lunge und in den Atemwegen 
vermittelt wird, ist noch ungeklärt. Zahlreiche Untersuchungen zur Funktion β-adrenerger und 
muskarin-cholinerger Rezeptoren beim menschlichen Asthma lassen eine Beeinträchtigung 
der β-adrenergen Rezeptoren (BAI 1992) oder eine Dysfunktion präsynaptischer muskarin-
cholinerger Rezeptoren (COULSON und FRYER 2003) während der Erkrankung vermuten.  
 
2  Einleitung 
Die genauen Mechanismen der Bronchialhyperreaktivität sind aber auch hier nicht im Detail 
untersucht. 
Direkte Rezeptorbestimmungen mit Hilfe der Radioligandbindungsstudien konnten zeigen, 
dass im Respirationstrakt verschiedener Spezies β-adrenerge Rezeptoren, vorwiegend des β2-
Subtypes sowie muskarin-cholinerge Rezeptoren (M1, M2, M3 und M4) vorhanden sind. 
Bislang liegen für gesunde Pferde nur unzureichende, für kranke Pferde keine Daten über die 
Verteilung und Funktion beider Rezeptorsysteme vor.  
Mit dieser Arbeit soll deshalb ein Beitrag zur Aufklärung der Verteilung, der Eigenschaften 
und möglicher Veränderungen β-adrenerger und muskarin-cholinerger Rezeptoren während 
der chronisch obstruktiver Bronchitis geleistet werden. Zur Durchführung der Experimente 
wurden drei Gewebeabschnitte (Lungenparenchym, Bronchial- und Trachealepithel mit der 
darunter liegenden glatten Muskulatur) gesunder und COB-kranker Pferde verwendet. An aus 
diesen Geweben präparierten Membranen wurden Anzahl und Eigenschaften der β-
adrenergen und muskarin-cholinergen Rezeptoren mit Hilfe von Radioligandbindungsstudien 
sowie deren funktionelle Ansprechbarkeit mit Hilfe von Adenylatzyklase- und Phospholipase 
C-Assay bestimmt. Hierbei interessierten besonders neben eventuellen Veränderungen der 
Rezeptorsysteme bei der COB auch mögliche regionale Unterschiede in der 
Rezeptorexpression. 
 




2.1 Chronisch obstruktive Bronchitis (COB) 
 
Die chronisch obstruktive Bronchitis ist mit einer Inzidenz von über 50 % (BRACHER et al. 
1991, DIXON et al. 1995) eine der häufigsten chronischen Lungenerkrankungen des Pferdes. 
Sie tritt vor allem in der nördlichen Hemisphäre (Europa, USA) auf, wo kälteres Klima und 
feuchte Sommermonate eine längere Einstallung und schlechte Heu- und Strohqualität 
bedingen.  
Die COB beschreibt ein dem allergischen Asthma bronchiale des Menschen sehr ähnliches 
Krankheitsbild mit Belastungsintoleranz, expiratorischer Dyspnoe, Husten, mukopurulentem 
Nasenausfluss, veränderten Lungengeräuschen und vergrößertem Lungenperkussionsfeld 
(SASSE 2001, DAVIS und RUSH 2002). Die Grundlage beider Erkrankungen ist eine 
allergische Genese, die durch eine bronchiale Hyperreaktivität gekennzeichnet ist. Dabei 
handelt es sich um eine überhöhte Atemwegsverengung, die auf Grund eines 
Bronchospasmus, einer Hyper- und Dyskrinie sowie entzündlichen Veränderungen der 
Atemwege hervorgerufen werden kann.  
Beim Pferd werden als auslösende Allergene unter anderem Schimmelpilzsporen von Faenia 
rectivirgula (früher Micropolyspora faeni) und Aspergillus fumigatus vermutet (DERKSEN et 
al. 1988, McGORUM et al. 1993), die in qualitativ schlechtem Heu und Stroh in größeren 
Mengen vorhanden sind. Darüber hinaus scheinen vorangegangene Virusinfektionen 
(THORSEN et al. 1983, SCHLOCKER et al. 1995), Endotoxine (PIRIE et al. 2001) und 
unspezifische Stimuli wie z.B. vermehrt staubhaltige und ammoniakbelastete Stallluft sowie 
eine genetische Veranlagung (MARTI et al. 1991) in der Manifestation der Erkrankung eine 
Rolle zu spielen.  
Histopathologisch werden vor allem eine Verlegung der Bronchiallumina durch Schleim 
(Hyper-, Dyskrinie), Epithelhyper- und –metaplasie, Vermehrung der Becherzellen, 
Desquamation der Bronchialepithelien, intra- und subepitheliale Infiltration vor allem mit 
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten sowie vereinzelt eosinophilen Granulozyten, 
Hypertrophie der glatten Bronchialmuskulatur, peribronchiale und –bronchioläre Fibrose 
sowie akutes und chronisch destruierendes alveoläres Emphysem beobachtet (SCHOON und 
DEEGEN 1983).  
Eine ausführliche Darstellung der COB findet sich bei ROBINSON et al. (1996), ROBINSON 
(2001), DAVIS und RUSH (2002) und LÉGUILLETTE (2003). 
4  Literaturübersicht 
Pulmonale Rezeptorsysteme, vor allem das β-adrenerge (dilatatorische) System und das 
muskarin-cholinerge (konstriktorische) System, sind für die Regulation des Tonus der glatten 
Muskulatur der Atemwege unter physiologischen und pathologischen Bedingungen von 
Bedeutung. Sie sind sowohl für das allergische Asthma bronchiale des Menschen als auch für 
die COB des Pferdes wesentliche therapeutische Angriffspunkte. Bei der chronisch 
obstruktiven Bronchitis könnten der Bronchospasmus und die starke Verengung der 
Atemwege das Resultat direkter Effekte von Entzündungsmediatoren und indirekter 
Wirkungen des autonomen Nervensystems sein (ROBINSON et al. 1996), welches β-
adrenerge und muskarin-cholinerge Rezeptoren einschließt. In den nachfolgenden Kapiteln 
wird zunächst auf die beiden Rezeptorsysteme allgemein, ihre Signaltransduktions- und 
Regulationsmechanismen sowie ihre Lokalisation und Funktion im Respirationstrakt 
eingegangen. Im Anschluss daran wird die Bedeutung dieser beiden Rezeptorsysteme für die 
Pathogenese der COB bzw. des Asthma bronchiale näher erläutert. 
 




Durch AHLQUIST erfolgte 1948 eine Einteilung der adrenergen Rezeptoren in zwei 
Gruppen. Er beobachtete durch Untersuchung der Wirksamkeit natürlicher und synthetischer 
Agonisten auf die Kontraktion und Relaxation glatter Muskulatur isolierter Organe eine 
charakteristische Wirkungsstärke der Agonisten für die Muskelkontraktion in der 
Reihenfolge: Adrenalin > Noradrenalin > α-Methylnoradrenalin > α-Methyladrenalin > 
Isoprenalin; und für die Relaxation: Isoprenalin > Adrenalin > α-Methyladrenalin > 
α-Methylnoradrenalin > Noradrenalin. Er definierte daraus Rezeptoren mit vorwiegend 
exzitatorischer Funktion als α-adrenerge Rezeptoren und solche, die vor allem inhibitorische 
Funktionen vermitteln, als β-adrenerge Rezeptoren. 
Durch LANDS et al. erfolgte 1967 eine weitere Unterteilung der β-adrenergen Rezeptoren in 
zwei Subtypen. Der wichtigste physiologische Unterschied der beiden Subtypen besteht in 
ihrer Empfindlichkeit für Noradrenalin. β-adrenerge Rezeptoren, die durch Agonisten in der 
Rangfolge Isoprenalin > Adrenalin = Noradrenalin stimuliert werden, definierten LANDS et 
al. als β1-Rezeptoren, während Rezeptoren mit der Rangfolge der Wirkungsstärke der 
Agonisten Isoprenalin > Adrenalin > Noradrenalin als β2-Rezeptoren klassifiziert wurden. 
Neben β1- und β2-Rezeptoren konnte auch die Existenz eines weiteren Subtypes, welcher als 
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atypischer oder β3-Rezeptor bezeichnet wird und für die Lipolyse im Fettgewebe 
verantwortlich ist, nachgewiesen werden. Mittlerweile wurde in verschiedenen Geweben von 
Säugetieren die cDNA aller drei Subtypen β-adrenerger Rezeptoren kloniert: β1 (FRIELLE et 
al. 1987), β2 (DIXON et al. 1986) und β3 (EMORINE et al. 1989). Pharmakologische 
Eigenschaften der β-adrenergen Rezeptoren sind in Tabelle 1 dargestellt. 
 
Tabelle 1: Pharmakologische Eigenschaften β-adrenerger Rezeptoren (nach ALEXANDER et 
al. 2001) 

























































































Iso=Isoprenalin, A=Adrenalin, NA= Noradrenalin 
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2.2.2 Mechanismen der Signalübertragung β-adrenerger Rezeptoren 
 
β-Adrenerge Rezeptoren gehören zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Nach 
ihrer Aktivierung wird eine Signalkaskade über Guaninnukleotid-bindende Proteine 
(G-Proteine) und über Effektorproteine ausgelöst (Übersichten bei NIJKAMP et al. 1992, 
BARNES 1995a, JOHNSON 1998, BILLINGTON und PENN 2003). Dieses Rezeptorsystem 
setzt sich aus drei membranständigen Komponenten zusammen: 
1.) dem β-adrenergen Rezeptor, der durch extrazelluläre Liganden aktiviert wird, und damit 
die Signalkaskade initiiert; 
2.) dem Gs-Protein, welches die Stimulation der Adenylatzyklase (AZ) durch β-adrenerge 
Rezeptoren vermittelt; 
3.) der AZ, welche als katalytische Komponente das Substrat Adenosintriphosphat (ATP) in 
den „second messenger“ cAMP umwandelt. 
 
zu 1. β-Adrenerge Rezeptoren bestehen aus einer Polypeptidkette, die durch ihre hydrophilen 
und hydrophoben Abschnitte eine dreidimensionale Struktur mit sieben Transmembran-
helices, einem extrazellulären N- und einem intrazellulären C-Terminus bildet (DIXON et al. 
1986, YARDEN et al. 1986, DOHLMAN et al. 1987). Das dritte und fünfte Transmembran-
segment sowie der N-Terminus scheinen für die Bindung der Liganden von Bedeutung zu 
sein, während die dritte intrazelluläre Schleife der Interaktion mit dem G-Protein dient 
(BARNES 1995a).  
zu 2. Für die Regulation der AZ sind das stimulierende Gs-Protein über Aktivierung von β-
adrenergen Rezeptoren und das inhibierende Gi-Protein über Aktivierung von α2- und M2/M4-
Rezeptoren von Bedeutung. G-Proteine sind heterotrimere Proteine und bestehen aus der 
Guaninnukleotid-bindenden α-Untereinheit und den eng miteinander assoziierten β- und γ-
Untereinheiten.  
zu 3. Bisher konnten neun verschiedene Isoformen der AZ kloniert werden (SIMONDS 1999, 
TAUSSIG und GILMAN 1995, ONDA et al. 2001). In Abhängigkeit der exprimierten 
Isoformen im Zielgewebe wird durch die Gsα-Untereinheit oder den βγ-Komplex die cAMP-
Bildung stimuliert (LIMBIRD und VAUGHAN 1999, DEFER et al. 2000).  
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In der Abbildung 1 wird der Ablauf der Signalkaskade nach Aktivierung von β-adrenergen 
Rezeptoren durch Agonistbindung schematisch dargestellt. 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Signaltransduktionsweges β-adrenerger Rezeptoren 
(BLLINGTON und PENN 2003) 
 
Die Bindung von Katecholaminen bzw. synthetischen Agonisten an den β-adrenergen 
Rezeptor führt zur Bildung eines binären Komplexes und einer Konformationsänderung des 
Rezeptors, welche wiederum die Interaktion mit dem G-Protein und damit die Bildung eines 
ternären Komplexes ermöglicht. Die Bindung des G-Proteins an den Rezeptor führt an der α-
Untereinheit zum Austausch von GDP, welches im Ruhezustand an das G-Protein gebunden 
ist, gegen GTP. Dies hat zur Folge, dass die Untereinheiten des G-Proteins in GsαGTP und das 
βγ-Dimer dissoziieren. GsαGTP ist im Gegensatz zu GsαGDP hochaffin für das Effektorenzym 
AZ. Die stimulierende α-Untereinheit kann nun die AZ aktivieren und somit die Bildung des 
„second messengers“ cAMP aus ATP initiieren, wodurch cAMP-abhängige Signalprozesse, 
z.B. Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) eingeleitet werden. Das Enzym PKA vermittelt 
die Phosphorylierung von verschiedenen intrazellulären Proteinen und ruft dadurch weitere 
zellspezifische Prozesse wie Muskelrelaxation hervor: hierbei wird die zytosolische Kalzium-
Konzentration reduziert, da Kalziumionen in das sarkoplasmatische Retikulum der glatten 
Muskelzellen zurückgespeichert werden und somit nicht mehr für die zur Muskelkontraktion 
Agonist 
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notwendigen Aktin-Myosin-Interaktion zur Verfügung stehen. Das Enzym ist ferner in der 
Lage Gq-Protein-gekoppelte Rezeptoren sowie die Phospholipase C (PLC) zu phosphorylieren 
und dadurch die PLC-vermittelte Kontraktion in glatten Muskelzellen zu hemmen. Durch 
Phosphorylierung des Enzyms Myosin Light Chain Kinase (MLCK) wird die Affinität des 
Kalziums für das Akzeptorprotein Calmodulin gesenkt, und dadurch ebenfalls eine Relaxation 
der Muskulatur vermittelt. Weiterhin werden auf diesem Signalweg eine Hemmung von 
Wachstumsprozessen und die Regulation der Gen-Transkription eingeleitet. Die Dauer der 
cAMP-Bildung wird durch die intrinsische GTPase-Aktivität von Gsα limitiert. Durch 
Hydrolyse von GTP zu GDP wird die α-Untereinheit inaktiviert und die Untereinheiten des 
G-Proteins lagern sich wieder zusammen. Der Ruhezustand wird wieder erreicht. Sind noch 
Agonisten vorhanden, so kann erneut die Signalübertragung in Gang gesetzt werden. Die 
Aktivierung des β-adrenergen Systems wird entweder durch Dissoziation des Agonisten vom 
Rezeptor oder durch autoregulatorische Mechanismen wie z.B. Desensibilisierung beendet 
(HAUSDORFF et al. 1990). 
 
2.2.3 Mechanismen zur Regulation von β-adrenergen Rezeptoren 
 
Rezeptorsysteme sind keine statischen Systeme sondern unterliegen komplexen 
Regulationsmechanismen. Anzahl und Ansprechbarkeit der Rezeptoren werden durch 
physiologische, pathologische, endokrine und pharmakologische Faktoren reguliert. Dies 
ermöglicht eine Adaptation der rezeptorvermittelten, zellulären Reaktionen an veränderte 
Bedingungen. Zahlreiche in vivo und in vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass die 
Regulation von G-Protein-gekoppelten Rezeptorsystemen auf mehreren Ebenen stattfinden 
kann, nämlich auf Rezeptor-, G-Protein- und Effektorsystemebene (HARDEN 1983, STILES 
et al. 1984, LEFKOWITZ und CARON 1985, LOHSE 1993, PITCHER et al. 1998, 
BILLINGTON und PENN 2003). Besonders gut untersucht, ist der Mechanismus der 
Desensibilisierung am β-adrenergen Rezeptor, insbesondere am β2-Subtyp. Als 
Desensibilisierung wird jeder Mechanismus bezeichnet, bei dem eine wiederholte oder 
chronische Stimulation des Rezeptors durch physiologische Mediatoren wie Katecholaminen 
oder therapeutisch eingesetzte Agonisten zu einer abgeschwächten zellulären Reaktion des 
Signalsystems führt (LEFKOWITZ et al. 1983, HARDEN 1983, LOHSE 1993, BÖHM et al. 
1997). Dieses in vielen Hormonrezeptor- und Neurotransmittersystemen vorkommende 
Phänomen verringert die Wirksamkeit und Wirkungsdauer endogener und exogener 
Agonisten, und ist somit ein Indiz für die klinisch bedeutsame Entwicklung einer Toleranz 
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(LEFKOWITZ und CARON 1985). Die Desensibilisierung kann über drei Wege erfolgen:  
1. Phosphorylierung und Entkopplung, 2. Internalisierung und 3. Down-Regulation der 
Rezeptoren. Je nach dem, ob die Desensibiliserung durch Rezeptorkonformation mit β-
Agonisten oder unabhängig davon durch andere Mediatoren ausgelöst wird, spricht man von 
homologer oder heterologer Desensibilisierung. Bei der homologen Desensibilisierung 
kommt es innerhalb von wenigen Sekunden und Minuten nach Stimulation des Rezeptors mit 
dem Agonisten zur Phosphorylierung des Rezeptors und dadurch zur Entkopplung vom Gs-
Protein. An diesem Prozess sind so genannte β-Adrenozeptorkinasen (βARK, auch bezeichnet 
als G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen, GRKs) beteiligt, die Serin- bzw. Threoninreste am 
3. intrazellulären Loop und am C-Terminus des Rezeptors phosphorylieren (BENOVIC et al. 
1986, INGLESE et al. 1993). Dabei handelt es sich um zytoplasmatische Enzyme, die an die 
nach Rezeptoraktivierung vom G-Protein dissoziierte βγ-Unterheit binden und hier den 
Rezeptor phosphorylieren können (PITCHER et al. 1998). Dadurch werden Bindungsstellen 
für hemmende Proteine, so genannte Arrestine, hochaffin, die wiederum durch ihre Bindung 
an den Rezeptor die Signalübertragung zum heterotrimeren G-Protein unterbrechen (LOHSE 
et al. 1990). Zu diesem Zeitpunkt ist die Anzahl der plasmamembranständigen Rezeptoren 
noch unverändert. Bleibt die Stimulation durch Agonisten erhalten, kommt es zur 
Translokation der entkoppelten Rezeptoren von der Zellmembran ins Zellinnere, zur 
sognannten „Internalisierung“ oder „Sequestrierung“ (GOODMAN et al. 1996, KOENIG und 
EDWARDSON 1997). Für den internalisierten Rezeptor bestehen nun zwei Möglichkeiten: 
der Rezeptor kann, wenn der Agonist sobald wie möglich entfernt wird, wieder an der 
Zelloberfläche erscheinen (so genannte „Resensibilisierung“) oder er wird in der Zelle 
abgebaut (so genannte „Degradierung“). Der letztere Vorgang kann Stunden dauern und wird 
auch als „Down-Regulation“ bezeichnet (LEFKOWITZ et al. 1983). Dabei kommt es zum 
irreversiblen Verlust der Anzahl der Rezeptoren (KOENIG und EDWARDSON 1997). Für 
die Resensibilisierung ist eine Neusynthese notwendig. Eine Down-Regulation kann auch auf 
Ebene der Gentranskription und Translation erfolgen, wobei durch eine verminderte Bildung 
bzw. eine erhöhte Instabilität der mRNA weniger Rezeptoren gebildet werden. Im Gegensatz 
zur homologen Desensibilisierung erfolgt während der heterologen Desensibilisierung eine 
Phosphorylierung unabhängig von der Rezeptorkonformation durch das cAMP-abhängige 
Enzym Proteinkinase A (PKA) und die Proteinkinase C (PKC) (SIBLEY et al. 1984, 
BENOVIC et al. 1985, BOUVIER et al. 1987, PITCHER et al. 1992). Internalisierung und 
Down-Regulation erfolgen nach dem gleichen Prinzip. Eine schematische Darstellung der 
Regulationsmechanismen zeigt Abbildung 2. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Regulationsmechanismen β-adrenerger Rezeptoren 
(BLLINGTON und PENN 2003). ER=endoplasmatisches Retikulum, Golgi=Golgiapparat 
 
2.2.4 Lokalisation und Funktion β-adrenerger Rezeptoren im Respirationstrakt 
 
β-adrenerge Rezeptoren wurden bei verschiedenen Spezies im Respirationstrakt in 
unterschiedlichen Segmenten von der Trachea bis zu den Alveolen nachgewiesen (BARNES 
et al. 1982, CARSTAIRS et al. 1984, CARSWELL und NAHORSKI 1983, GOLDIE et al. 
1986a), wobei die Anzahl der Rezeptoren von proximal nach distal zunimmt (CARSWELL 
und NAHORSKI 1983, GOLDIE et al. 1986a). Im Respirationstrakt wurden zwei Subtypen 
β-adrenerger Rezeptoren identifiziert: β1- und β2-Rezeptoren; die Existenz des β3-Subtypes 
wurde bisher nicht nachgewiesen. Bei den meisten Spezies dominiert der β2-Subtyp, während 
beim Kaninchen vorwiegend der β1-Subtyp beobachtet wurde (Tabelle 2). β-adrenerge 
Rezeptoren werden an vielen unterschiedlichen Zelltypen exprimiert und vermitteln eine 
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Tabelle 2: Verteilung der Subtypen β-adrenerger Rezeptoren im Respirationstrakt 
verschiedener Spezies 
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Über die Verteilung β-adrenerger Rezeptoren im equinen Respirationstrakt ist bisher wenig 
bekannt. Durch funktionelle Studien von SCOTT et al. (1991) und TÖRNEKE et al. (1997) 
konnte die Existenz von β-adrenergen Rezeptoren in den Atemwegen nachgewiesen werden, 
wobei der β2-Subtyp zu dominieren scheint. Mit Hilfe von Radioligandbindungsstudien an 
Membranen des Trachealepithels und der glatten Muskulatur der Trachea wurde eine Anzahl 
β-adrenerger Rezeptoren von 341 bzw. 45 fmol/mg Protein festgestellt, und Verdrängungs-
experimente mit selektiven Antagonisten ließen lediglich die Expression des β2-Subtypes 
vermuten (TÖRNEKE et al. 1998, TÖRNEKE 1999). In den Bronchien und im Lungen-
parenchym wurden bisher keine Untersuchungen zum Vorkommen β-adrenerger Rezeptoren 
und zur Verteilung der Subtypen sowie im gesamten respiratorischen System zur Funktion 
und Interaktion der Signalkomponenten (G-Proteine, AZ) mit dem Rezeptor durchgeführt. 
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Tabelle 3: Verteilung und Funktion β-adrenerger Rezeptoren im Respirationstrakt (nach 
BARNES 1995a) 
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2.2.5 Bedeutung β-adrenerger Rezeptoren beim Asthma bronchiale des Menschen und 
der COB des Pferdes 
 
Trotz jahrzehntelanger, intensiver Forschungsbemühungen ist die Rolle der β-adrenergen 
Rezeptoren bei der Pathogenese obstruktiver Atemwegserkrankungen bis heute nicht 
eindeutig geklärt. Nach der Theorie von SZENTIVANYI (1968) wird das Asthma bronchiale 
durch einen primären Defekt im β-Rezeptor-AZ-System hervorgerufen. In der Tat lassen die 
Ergebnisse einer Vielzahl funktioneller Studien auf eine Dysfunktion der β-adrenergen 
Rezeptoren schließen. So verursachten β-Blocker nur bei Asthmatikern, nicht jedoch bei 
gesunden Menschen, eine Konstriktion der Atemwege, was auf eine Beteiligung des β-
adrenergen Systems an der Pathogenese des Asthma bronchiale hinweist. Darüber hinaus 
zeigten funktionelle Studien an der glatten Muskulatur bei allergischem Asthma bronchiale 
eine geringere relaxierende Potenz von β-Sympathomimetika (GOLDIE et al. 1986b, SPINA 
et al. 1989, BAI 1991). Dahingegen konnten SVEDMYR et al. (1976) und WHICKER et al. 
(1988) keine abweichende Antwort der Rezeptoren auf Isoprenalin beim Asthma bronchiale 
feststellen. An intakten Lymphozyten und polymorphkernigen Leukozyten von asthmatischen 
Patienten konnte allerdings eine verminderte Anzahl der β-adrenergen Rezeptoren beobachtet 
werden, die jedoch zum Teil auf die Behandlung mit β-Sympathomimetika und einer damit 
verbundenen Down-Regulation der Rezeptoren zurückgeführt wurde (CONOLLY und 
GREENACRE 1976, BRUIJNZEEL et al. 1979, GALANT et al. 1980, REINHARDT et al. 
1983, REINHARDT et al. 1984, NEWNHAM et al. 1993). Aber auch ohne β-agonistische 
Therapie wurde auf Lymphozyten eine Abnahme der Rezeptoren festgestellt, wobei diese 
Veränderung abhängig vom Status und der Schwere der Erkrankung zu sein scheint. Hierzu 
zeigten Lymphozyten von Patienten mit schwerem, aktivem Asthma eine verringerte 
Rezeptorzahl (BROOKS et al. 1979, KARIMAN 1980, MEURS et al. 1982) bzw. eine 
verringerte cAMP-Bildung nach Stimulation mit β-Agonisten (PARKER und SMITH 1973). 
Untersuchungen von GAMBOA et al. (1990) konnten nur nach Provokationstests mit 
Allergenen der Hausstaubmilbe eine erniedrigte Anzahl der Rezeptoren auf Lymphozyten 
nachweisen. Obwohl man sich bis heute über die Rolle der β-adrenergen Rezeptoren immer 
noch nicht einig ist, widerlegen diese Ergebnisse die Vermutung von SZENTIVANYI (1968), 
dass Asthma durch einen primären Defekt des β-Rezeptor-AZ-System hervorgerufen wird. 
Vielmehr scheint eine Dysfunktion der Rezeptoren nur im aktiven Stadium der Erkrankung 
aufzutreten. Die Diskrepanz der lymphozytären Untersuchungsergebnisse beim allergischen 
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Asthma bronchiale setzen sich in Studien am humanen Respirationstrakt fort. 
SZENTIVANYI et al. (1979) demonstrierten eine reduzierte Anzahl β-adrenerger Rezeptoren 
in der asthmatischen Lunge, während HADDAD et al. (1996) bei Asthmatikern weder 
Veränderungen in der Rezeptordichte noch in der mRNA-Menge von β1- bzw. β2-adrenergen 
Rezeptoren feststellen konnten. Autoradiographische Untersuchungen von SPINA et al. 
(1989) und BAI et al. (1992) zeigten indessen in der Trachea und den Bronchien 
unbehandelter Asthmatiker eine erhöhte Anzahl β-adrenerger Rezeptoren. SONG et al. (2000) 
stellten dagegen eine Dysfunktion des Gs-Proteins an humanen Bronchialringen nach 
Antigenexposition fest, weshalb die Autoren einen Defekt in der Signalübertragung distal des 
Rezeptors implizierten. 
Da sich Untersuchungen an Gewebe von Asthmatikern aus ethischen Gründen oft 
problematisch gestalten und ein großer Teil der Patienten mit Medikamenten vorbehandelt ist, 
wurden verschiedene Tiermodelle zur Untersuchung der Pathomechanismen entwickelt. Als 
Tiermodelle fanden Basenjigreyhounds (Hunde, die natürlicherweise eine unspezifische 
Hyperreaktivität der Atemwegsmuskulatur zeigen), mit Ovalbumin sensibilisierte Meer-
schweinchen sowie mit Haemophilus influenzae infizierte Meerschweinchen Anwendung. 
Am Tiermodell der Basenjigreyhounds konnten EMALA et al. (1993, 1996) in Organbädern 
nach Stimulation der glatten Muskulatur der Trachea mit Isoprenalin eine verminderte 
Relaxation im Vergleich zu Mischlingshunden feststellen. Durch Radioligandbindungsstudien 
wurde dennoch sowohl im Lungenparenchym als auch an der glatten Muskulatur der Trachea 
eine erhöhte Anzahl β-adrenerger Rezeptoren beobachtet, wobei deren Anteil hochaffiner 
Bindungsstellen im Vergleich zu gesunden Hunden verringert war. In der Aktivität der AZ 
konnte allerdings nur nach Stimulation mit Isoprenalin, nicht jedoch mit GTP eine verringerte 
cAMP-Bildung festgestellt werden. Diese Autoren vermuten daher als Ursache der 
Dysfunktion der β-adrenergen Rezeptoren eine verminderte Kopplungsfähigkeit der 
Rezeptoren an G-Proteine. Darüber hinaus zeigten Untersuchungen an mit Ovalbumin 
sensibilisierten Meerschweinchen nach erneuter Antigenexposition eine Hyperreaktivität der 
Atemwegsmuskulatur, welche mit einem reduzierten relaxierenden Effekt von Isoprenalin 
(WILLS-KARP et al. 1993) und mit einer Abnahme der β-adrenergen Rezeptoren im 
Lungenparenchym (HAYASHI et al. 1988) einhergingen. Im Gegensatz dazu konnten LEE et 
al. (1994) in mit Ovalbumin sensibilisierten Meerschweinchen keine Veränderung der Anzahl 
und Affinität der β2-adrenergen Rezeptoren beobachten. Sie stellten allerdings eine erhöhte 
Expression der α-Untereinheit inhibitorischer G-Proteine (Gi) fest, was bedeutet, dass die 
über β-adrenerge Rezeptoren induzierte cAMP-Bildung verstärkt gehemmt werden würde. In 
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Meerschweinchen, die mit Haemophilus influenzae infiziert waren, entwickelte sich ebenfalls 
eine Hyperreaktivität, die im Lungenparenchym mit einer Abnahme sowohl des β1- als auch 
des β2-Subtypes adrenerger Rezeptoren verbunden war (ENGELS et al. 1989). 
Ob β-adrenerge Rezeptoren bei der Pathogenese der COB des Pferdes eine Rolle spielen, ist 
nicht genau bekannt. Ähnlich wie bei Asthmatikern verursachte eine Blockade der β-
adrenergen Rezeptoren durch β-Antagonisten in der akuten Phase der COB eine Erhöhung 
des pulmonalen Widerstandes und eine Senkung der dynamischen Compliance, die eine 
Beteiligung des β-adrenergen Systems in der Kontrolle der Atemwegsmuskulatur bei der 
Erkrankung vermuten lässt (SCOTT et al. 1988). Einen weiteren Hinweis auf eine 
Veränderung des β-adrenergen Rezeptorsystems bei der COB geben Untersuchungen zur 
Wirksamkeit des β2-Sympathomimetikums Clenbuterol. In einer groß angelegten Feldstudie 
mit 239 an COB-erkrankten Pferden reagierten nur 24 % der Pferde auf die therapeutisch 
empfohlene Dosis von 0,8 µg/kg Clenbuterol, andere reagierten erst ab höheren Dosierungen 
mit einer Verbesserung der Lungenfunktion. Bei 25 % der Pferde zeigte Clenbuterol sogar 
keinen Effekt (ERICHSEN et al. 1994). Es liegen bisher keine Daten zur Expression β-
adrenerger Rezeptoren und ihren Signaltransduktionsmechanismen bei der COB des Pferdes 
vor. Die Arbeitsgruppe von LeBLANC und BROADSTONE konnte in funktionellen Studien, 
bei denen der Effekt von Isoprenalin auf durch elektrische Feldstimulation kontrahierte glatte 
Muskulatur der Atemwege untersucht wurde, keinen Unterschied in der Relaxation zwischen 
Kontrollpferden und an COB-erkrankten Pferden beobachten (LeBLANC et al. 1991, 
BROADSTONE et al. 1991). 
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Das parasympathische bzw. cholinerge Nervensystem, bei dem Acetylcholin als Neuro-
transmitter dient, fungiert im Respirationstrakt als Gegenspieler des sympathischen bzw. 
adrenergen Systems. Acetylcholin kann zwei Klassen von Rezeptoren aktivieren, nicotinerge 
und muskarin-cholinerge Rezeptoren. Die erste Einteilung dieser Rezeptoren erfolgte schon 
1914 durch Sir Henry DALE, der in seinen Versuchen feststellte, dass Acetylcholin in 
niedriger Dosierung zu einer Senkung des Blutdruckes und in höheren Dosen zu einem 
positiv chronotropen Effekt führt. Der blutdrucksenkende, negativ chronotrope Effekt von 
Acetylcholin wurde von DALE als muskarinerger Typ definiert, entsprechend dem Effekt des 
natürlichen Alkaloids (+)-(2S, 3R, 5S)-Muskarin und der blutdrucksteigernde, positiv 
chronotrope Effekt als (-)-(2S)-Nikotin-ähnlich beschrieben.  
Die ersten Hinweise auf die Existenz mehrerer Subtypen muskarin-cholinerger Rezeptoren 
erhielten RIKER und WESCOE (1951) durch die kardioselektive Wirkung von Gallamin. 
Durch Bindungsstudien (HAMMER et al. 1980) und funktionelle Studien mit dem 
Antagonisten Pirenzepin an verschiedenen Geweben (BROWN et al. 1980, HAMMER und 
GIACHETTI 1982) konnte ebenfalls eine Heterogenität muskarin-cholinerger Rezeptoren 
nachgewiesen werden. Rezeptoren mit hoher Affinität für Pirenzepin wurden als M1- und 
solche mit niedriger Affinität als M2-Rezeptoren bezeichnet. Mit der Einführung weiterer 
selektiver muskarin-cholinerger Antagonisten erfolgte eine weitere Unterteilung der 
muskarin-cholinergen Rezeptoren in M1-, M2-, M3- und M4-Rezeptorsubtypen.  
Inzwischen wurde von Säugetieren die cDNA von fünf muskarin-cholinergen Rezeptor-
subtypen kloniert, m1 und m2 vom Schwein (KUBO et al. 1986a, b), menschliche m1-m4 
(PERALTA et al. 1987) und m5 von der Ratte und vom Menschen (BONNER et al. 1988). 
Von den fünf klonierten Subtypen konnten bisher jedoch nur vier (M1-M4) pharmakologisch 
charakterisiert werden. Die Eigenschaften der einzelnen Subtypen sind in Tabelle 4 nach 
CAULFIELD und BIRDSALL (1998) dargestellt. 
 
 
Tabelle 4: Eigenschaften der Subtypen muskarin-cholinerger Rezeptoren 
  M1    M2    M3    M4    M5  
Antagonisten AF-DX 384 (7,3-7,5)   AF-DX 384 (8,2-9,0)   AF-DX 384 (7,2-7,8)   AF-DX 384 (8,0-8,7)   AF-DX 384 (6,3) 
(Affinität-pKi) 4-DAMP (8,6-9,2)   4-DAMP (7,8-8,4)   4-DAMP (8,9-9,3)   4-DAMP (8,4-9,4)   4-DAMP (8,9-9,0)  
  Himbacin (7,0-7,2)   Himbacin (8,0-8,3)   Himbacin (6,9-7,4)   Himbacin (8,0-8,8)   Himbacin (6,1-6,3)  
  Methoctramin (7,1-7,8)   Methoctramin (7,8-8,3)  Methoctramin (6,3-6,9)  Methoctramin (7,4-8,1)  Methoctramin (6,9-7,2)  
  MT3 (7,1)    MT3 (<6)    MT3 (<6)    MT3 (8,7)    MT3 (<6)   
   Pirenzepin (7,8-8,5)   Pirenzepin (6,3-6,7)   Pirenzepin (6,7-7,1)   Pirenzepin (7,1-8,1)   Pirenzepin (6,2-7,1)  
  Telenzepin1 (8,9)   Telenzepin (7,8)   Telenzepin (8,1)   Telenzepin (8,6)     
  Tropicamid1 (7,2)  Tropicamid (7,3)  Tropicamid (7,4)  Tropicamid (8,0)      
 
G-Proteine Gq/11    Gi/o    Gq/11    Gi/o    Gq/11 
 
Transduktions- PLC    AC↓    PLC    AC↓    PLC 
mechanismen IP3/DAG       IP3/DAG       IP3/DAG 
  Ca2+/PKC       Ca2+/PKC       Ca2+/PKC 
 
Physio-   Drüsensekretion  K+-Kanal↑ (βγ)   Kontraktion   Ca2+-Kanal↓   Dilatation cerebraler 
logische      Ca2+-Kanal↓   glatter         Arterien2 
Funktion     Herzfrequenz  und  Muskulatur       Dopaminfreisetzung   
      Kontraktion↓   Drüsensekretion      im Striatum ↑2  
      Neurotransmitter-  
      freisetzung↓  
                                        
1 LAZARENO et al. 1990 
2 YAMADA et al. 2003 
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2.3.2 Mechanismen der Signalübertragung muskarin-cholinerger Rezeptoren 
 
Muskarin-cholinerge Rezeptoren gehören ebenfalls wie die β-adrenergen Rezeptoren zur 
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie bestehen aus sieben Transmembran-
segmenten, die durch drei extra- und drei intrazelluläre Loops miteinander verbunden sind. 
Der N-Terminus liegt extra- und der C-Terminus intrazellulär. Die Rezeptoren besitzen zwei 
Aspartat-Reste im 2. und 3. Transmembransegment, welche vermutlich durch ihre negative 
Ladung die Bindung des endogenen Transmitters Acetylcholin vermitteln (PERALTA et al. 
1987, SPALDING et al. 1994). Die fünf bekannten Subtypen der muskarin-cholinergen 
Rezeptoren variieren in der Aminosäuresequenz am N- und C-Terminus sowie in der Länge 
des Loops zwischen dem 5. und 6. Transmembransegment (PERALTA et al. 1987, BONNER 
et al. 1988). Die Rezeptorsubtypen koppeln an unterschiedliche signalübertragende G-
Proteine. Die muskarin-cholinergen Rezeptoren mit ungeraden Zahlen (M1, M3 und M5) 
koppeln vorwiegend an G-Proteine der Gq/11-Familie, während die Subtypen mit geraden 
Zahlen (M2 und M4) vorwiegend an Gi/o koppeln. Der Agonist-stimulierte Signalüber-
tragungsweg läuft bei muskarin-cholinergen Rezeptoren zunächst nach dem gleichen Schema 
wie bei den β-adrenergen Rezeptoren ab (zur Übersicht siehe BARNES 1990, BILLINGTON 
und PENN 2002, BILLINGTON und PENN 2003). Eine schematische Darstellung zeigt 
Abbildung 3. Nach Freisetzung des Acetylcholins aus parasympathischen Nervenendigungen 
und Bindung an muskarin-cholinerge Rezeptoren wird die Kopplung des Rezeptors an einem 
der G-Proteine ermöglicht. Die Bindung eines der G-Proteine an den Rezeptor führt zum 
Austausch von GDP gegen GTP und das G-Protein dissoziiert in Gα-GTP und das βγ-Dimer. 
Der weitere Verlauf der Signalübertragung ist allerdings abhängig von der Art der an 
muskarin-cholinerge Rezeptoren unterschiedlich bindenden G-Proteine. Die Signalüber-
tragung der an Gq/11-Protein-gekoppelten muskarin-cholinergen Rezeptoren läuft über die 
Aktivierung des membranständigen Enzyms Phospholipase C (PLC). Die PLC wandelt 
Phosphoinositol-4,5-diphosphat (PIP2) in die „second messenger“ Diacylglycerol (DAG) und 
Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) um. DAG bleibt an die Zellmembran gebunden und führt zur 
Aktivierung des zytoplasmatischen Enzyms PKC. Die PKC wiederum phosphoryliert eine 
Vielzahl verschiedener zellulärer Proteine u. a. kontraktile Proteine sowie β-adrenerge 
Rezeptoren und reguliert dadurch unterschiedliche zelluläre Prozesse. Das hydrophile IP3 
diffundiert dagegen in das Zytoplasma und bindet an IP3-Rezeptoren des sarkoplasmatischen 
Retikulums, wodurch Ca2+-Kanäle geöffnet und Kalziumionen in das Zytolsol freigesetzt 
werden. Die Erhöhung des intrazellulären Ca2+-Spiegels führt in den glatten Muskelzellen zur 
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Bindung von Ca2+ an Calmodulin. Der Ca2+-Calmodulin-Komplex aktiviert das Enzym 
Myosin light chain kinase (MLCK), welches die leichten Ketten des Myosins phosphoryliert, 
und dadurch die Brückenbildung mit Actinfilamenten und somit die Kontraktion der Zelle 
ermöglicht.  
Die Aktivierung der an Gi/o-gekopppelten muskarin-cholinergen Rezeptoren (M2, M4) führt 
dagegen primär zur Hemmung der AZ (STEVENS und PYNE 1995) und somit zu einer 
Senkung des intrazellulären cAMP-Spiegels.  
Neben den postsynaptischen muskarin-cholinergen Rezeptoren wurden auch präsynaptische 
Rezeptoren gefunden, die über ein negatives Feedback die Freisetzung von Acetylcholin aus 
parasympathischen Nervenenden regulieren. Präsynaptische muskarin-cholinerge Rezeptoren 
wurden bei einer Vielzahl von Spezies nachgewiesen und scheinen dem M2-Subtyp 
anzugehören (FRYER und MACLAGAN 1984, BLABER et al. 1985, MINETTE und 
BARNES 1988, AAS und MACLAGAN 1990, PATEL et al. 1995, TEN BERGE et al. 


























































Abbildung 3: Schematische Darstellung der Signalübertragung muskarin-cholinerger Rezeptoren 
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2.3.3 Mechanismen zur Regulation von muskarin-cholinerger Rezeptoren 
 
Die Regulationsmechanismen muskarin-cholinerger Rezeptoren sind weniger gut untersucht 
als bei den β-adrenergen Rezeptoren. Der Mechanismus der Desensibilisierung und Down-
Regulation läuft jedoch grundsätzlich nach dem gleichen Prinzip wie für alle G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren einschließlich β-adrenerger Rezeptoren ab: Phosphorylierung des 
Rezeptors und Entkopplung vom G-Protein, Internalisierung und anschließende 
Resensibilisierung oder Degradierung (siehe Kapitel 2.2.3). Alle muskarin-cholinergen Sub-
typen können durch GRKs phosphoryliert werden (RICHARDSON et al. 1993, HAGA et al. 
1996, TSUGA et al. 1998), wobei vor allem GRK2 und GRK3 eine bedeutende Rolle spielen 
(HOSEY et al. 1995). Für den M1- und den M2-Rezeptorsubtyp wurde auch die 
Phosphorylierung durch PKC (HAGA et al. 1996, HOSEY et al. 1995) und für M2-
Rezeptoren auch durch PKA (ROUSELL et al. 1996) nachgewiesen. Während beim M2-
Rezeptor die Bindung von Arrestin an den phosphorylierten Rezeptor für die Sequestrierung 
von Bedeutung ist (GUREVICH et al. 1993, GUREVICH et al. 1995), scheinen M1-, M3- und 
M4-Rezeptoren unabhängig von Arrestin internalisiert zu werden (LEE et al. 1998). 
 
2.3.4 Lokalisation und Funktion muskarin-cholinerger Rezeptoren im 
Respirationstrakt 
 
Muskarin-cholinerge Rezeptoren konnten mittels verschiedener Techniken wie Radioligand-
bindungsstudien, molekularbiologischen und immunologischen Methoden im Respirations-
trakt bei unterschiedlichen Spezies (BARNES 1993) identifiziert werden. Die Anzahl der 
Rezeptoren nimmt von den großen Atemwegen bis zu den Alveolen ab (CHENG und 
TOWNLEY 1982, HADDAD et al. 1994). In den letzten Jahren wurden bei verschiedenen 
Spezies vorwiegend drei Subtypen, M1-, M2- und M3-Rezeptoren, identifiziert. Der M4-
Rezeptor konnte bisher nur beim Kaninchen in der Bronchialmuskulatur und in der 
Alveolarwand eindeutig nachgewiesen werden (LAZARENO et al. 1990, MAK et al. 1993). 
CHELALA et al. (1998) vermuten auf Grund der Affinität verschiedener selektiver 
Antagonisten M4-Rezeptoren auch in der porcinen Lunge, während HADDAD et al. (1994) 
nur die mRNA des M1-, M2- und M3- nicht jedoch des M4-Subtypes in der Lunge von 
Schweinen nachweisen konnte. M5-Rezeptoren wurden im Respirationstrakt nicht 
identifiziert. Eine Übersicht über Lokalisation und Funktion der muskarin-cholinergen 
Rezeptoren gibt die Tabelle 5. 
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Tabelle 5: Lokalisation und Funktion muskarin-cholinerger Rezeptoren (nach MATERA et 
al. 2002) 




























































Vasodilation via NO 
 
Die Verteilung muskarin-cholinerger Rezeptoren im equinen Respirationstrakt ist bisher 
wenig untersucht. TÖRNEKE et al. (2002) konnten durch Autoradiographie muskarin-
cholinerge Rezeptoren nur an der glatten Muskulatur und an submukösen Drüsen, nicht 
jedoch an Epithel- oder Alveolarzellen nachweisen. Sie konnten durch Sättigungsexperimente 
mit 3H-NMS an der glatten Muskulatur der Trachea eine Gesamtrezeptorzahl von 
1,4 pmol/mg Protein bestimmen. In funktionellen Studien an der Trachea des Pferdes konnte 
gezeigt werden, dass die Kontraktion der glatten Muskulatur vor allem durch M3-Rezeptoren 
vermittelt wird (YU et al. 1992; VAN NIEUWSTADT et al. 1997). Wie bei anderen 
Säugetieren auch, existieren beim Pferd an postganglionären Nervenfasern muskarin-
cholinerge Autorezeptoren, die ebenfalls die Freisetzung von Acetylcholin hemmen (WANG 
et al. 1995b). Allerdings wird vermutet, dass diese Rezeptoren beim Pferd nicht zum M2-
Subtyp gehören, sondern ein anderer Subtyp beteiligt sein könnte (WANG et al. 1995b). 
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2.3.5 Bedeutung muskarin-cholinerger Rezeptoren beim Asthma bronchiale des 
Menschen und der COB des Pferdes 
 
Beide Erkrankungen, sowohl das humane Asthma bronchiale als auch die COB des Pferdes, 
sind durch eine erhöhte Aktivität des parasympathischen Nervensystems gekennzeichnet. Der 
Grund dafür ist bisher nicht bekannt, aber es wird vermutet, dass eine erhöhte Aktivität 
entweder mit einer gesteigerten Expression postsynaptischer muskarin-cholinerger 
Rezeptoren bzw. mit einem Defekt der präsynaptischen Autorezeptoren verbunden sein 
könnte. 
In den bisher verwendeten Tiermodellen für das allergische Asthma wurden z. T. 
widersprüchliche Ergebnisse hinsichtlich der Expression und Funktion postsynaptischer 
muskarin-cholinerger Rezeptoren gefunden. Bei Meerschweinchen, bei denen eine 
Hyperreaktivität der Atemwege in vivo durch Sensibilisierung mit Ovalbumin und 
anschließender Antigenexposition, durch virale Infektionen, ein Vitamin A Defizit oder durch 
Ozon ausgelöst wurde, konnte durch Radioligandbindungsstudien sowie durch funktionelle 
Studien keine Veränderung postsynaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren festgestellt 
werden (HAYASHI et al. 1988, WHICKER et al. 1990, LEE et al. 1994, SCHULTHEIS et al. 
1994, McGOWAN et al. 2002). Im Unterschied dazu beobachteten TOHDA et al. (2002) im 
Lungenparenchym von mit Ovalbumin sensibilisierten Meerschweinchen, die nach 
Antigenexposition einen Bronchospasmus zeigten, einen Anstieg der Anzahl von M3-
Rezeptoren bei gleich bleibender Anzahl von M1- und M2-Rezeptoren. EMALA et al. (1995a) 
fanden dagegen bei Basenjigreyhounds neben den Veränderungen im β-adrenergen System 
(siehe Kapitel 2.2.5) eine erhöhte Expression des M2-Subtypes und eine verstärkte Hemmung 
der AZ, wodurch die Bronchokonstriktion bei dieser Hunderasse u. a. durch eine Hemmung 
der durch β-adrenerge Rezeptoren vermittelten Bronchodilatation erklärt werden könnte. Im 
Lungenparenchym von Asthmatikern konnte keine Veränderung in der Anzahl post-
synaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren nachgewiesen werden (HADDAD et al. 1996). 
Viele Autoren postulieren einen Defekt der präsynaptischen M2-Rezeptoren an para-
sympathischen Nervenendigungen. In experimentellen Asthmamodellen konnte sowohl durch 
Antigensensibilisierung als auch durch Infektion mit Parainfluenzaviren, Ozon oder ein 
Vitamin A Defizit eine funktionelle Störung des negativen Rückkopplungsmechanismus 
durch präsynaptische M2-Rezeptoren und damit verbunden eine Erhöhung der Acetylcholin-
vermittelten Kontraktilität der Atemwegsmuskulatur beobachtet werden. Mit Ovalbumin 
sensibilisierte Meerschweinchen (FRYER und WILLS-KARP 1991, COSTELLO et al. 1997) 
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bzw. mit der Hausstaubmilbe sensibilisierte humane Bronchialringe (SONG et al. 1997) 
zeigten nach Antigenexposition eine Infiltration mit eosinophilen Granulozyten (ELBON et 
al. 1995, COSTELLO et al. 1997) und Freisetzung von Major Basic Protein (MBP). MBP 
kann an M2-Rezeptoren als selektiver allosterischer Antagonist binden und dadurch den 
negativen Rückkopplungsmechanismus der Acetylcholinfreisetzung blockieren (JACOBY et 
al. 1993). Auch für die bei Meerschweinchen durch Ozon hervorgerufene Hyperreaktivität der 
Atemwege wird eine Dysfunktion präsynaptischer M2-Rezeptoren vermutet (SCHULTHEIS 
et al. 1994), welche ebenfalls durch MBP vermittelt zu sein scheint (YOST et al. 1999). An 
Tiermodellen, bei denen zur Induktion des Asthmamodells Meerschweinchen und Ratten mit 
Parainfluenzaviren infiziert wurden, konnte ebenfalls ein Verlust der Funktionsfähigkeit 
präsynaptischer M2-Rezeptoren festgestellt werden (FRYER und JACOBY 1991, 
SORKNESS et al. 1994). Dabei scheinen Parainfluenzaviren ihre Wirkung über verschiedene 
Mechanismen zu vermitteln. Zum einen besitzen diese Viren das Enzym Neuraminidase, 
welches in der Lage ist Sialinsäure-Reste von M2-Rezeptoren abzuspalten und damit die 
Affinität des Rezeptors für Agonisten zu senken (FRYER et al. 1990). Zum anderen führen 
Virusinfektionen durch Aktivierung des Immunsystems zur Freisetzung von Interferonen aus 
T-Helferzellen. JACOBY et al. (1998) beobachtete an Zellkulturen von parasympathischen 
Neuronen der Atemwege eine Interferon-γ vermittelte Down-Regulation der M2-Rezeptoren 
durch Hemmung der Genexpression. Der Mechanismus, durch den ein Vitamin A Defizit eine 
von McGOWAN et al. (2002) beobachtete Dysfunktion der M2-Rezeptoren bei Ratten 
hervorruft, ist bisher nicht bekannt. Die hemmende Funktion präsynaptischer M2-Rezeptoren 
scheint beim humanen Asthma verringert zu sein (AYALA und AHMED 1989, MINETTE et 
al. 1989). Der Mechanismus dieser Dysfunktion ist bisher noch weitgehend unbekannt. Da 
jedoch beim allergischen Asthma eine eosinophile Entzündung im Vordergrund steht und eine 
Beteiligung viraler Infektionen (FOLKERTS et al. 1998) diskutiert wird, könnten die gleichen 
Mechanismen wie in den Tiermodellen eine Rolle spielen. 
Bei der COB des Pferdes wurde während der akuten Phase der Erkrankung ein Anstieg des 
pulmonalen Widerstandes beobachtet, der nach Zugabe des muskarin-cholinergen Anta-
gonisten Atropin deutlich reduziert war, weshalb eine Beteiligung muskarin-cholinerger 
Rezeptoren bei der COB vermutet wird (BROADSTONE et al. 1988). Es ist nicht bekannt, ob 
die gesteigerte muskarin-cholinerge Aktivität bei der COB durch eine erhöhte Freisetzung 
von Acetylcholin aus parasympathischen Nervenendigungen oder durch eine verstärkte 
Antwort der glatten Muskulatur auf Acetylcholin hervorgerufen wird. Eine erhöhte 
Acetylcholin-Freisetzung könnte wie beim humanen Asthma durch einen Defekt prä-
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synaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren und einer damit verbundenen Störung des 
negativen Rückkopplungsmechanismus’ hervorgerufen werden. Über die Funktion prä-
synaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren bei der COB des Pferdes bestehen unter-
schiedliche Auffassungen. WANG et al. (1995a) demonstrierte in in vitro Studien an der 
Atemwegsmuskulatur, dass Atropin bei der COB die Acetylcholin-Freisetzung in gleichem 
Maße erhöhte wie bei gesunden Pferden. ZHANG et al. (1999) dagegen konnte in 
funktionellen Studien eine Dysfunktion muskarin-cholinerger Autorezeptoren beobachten. 
Die Anzahl muskarin-cholinerger Rezeptoren sowie ihre Signalübertragung zu den Enzymen 
AZ bzw. PLC im equinen Respirationstrakt bei der COB wurden bisher noch nicht untersucht. 
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Für die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden Organmaterialien des 
Respirationstraktes von 29 Schlachtpferden verwendet, die mindestens vier Wochen vor der 
Schlachtung keine die Rezeptorexpression beeinflussenden Arzneimittel erhielten. Diese 
Pferde besaßen Pferdepässe nach § 24k Viehverkehrsverordnung und die arzneiliche 
Anwendung und Einhaltung der Wartezeiten war nach Arzneimittelrecht geregelt. Das 
Organmaterial wurde freundlicherweise von den Rossschlächtereien Felgentreff in 
Albersdorf, Jahr in Pegau und Vogt in Freiberg zur Verfügung gestellt. In der vorliegenden 
Arbeit wurden zwei Versuchsgruppen (Gruppe I: Kontrollgruppe; Gruppe II: COB-Gruppe) 
gebildet und miteinander verglichen. Für die Gruppenbildung wurden folgende Kriterien 
herangezogen: Vorbericht, makroskopische Untersuchung des Respirationstraktes und histo-
pathologische Untersuchung (Institut für Veterinär-Pathologie, Universität Leipzig). Die erste 
Versuchsgruppe, die als Kontrollgruppe definiert wurde, bestand aus 20 Pferden im Alter von 
12,2 ± 1,3 Jahren, bei denen weder vorberichtlich Erkrankungen der Atemwege bekannt 
waren, noch bei makroskopischen und histopathologischen Untersuchungen der Organ-
materialien Anzeichen auftraten, die auf eine COB hinweisen würden. Die zweite Versuchs-
gruppe bestand aus 9 Pferden im Alter von 16,2 ± 2,1 Jahren, bei denen eine COB 
diagnostiziert wurde. Die Lungen erkrankter Tiere zeigten makroskopisch eine Zunahme des 
Lungenvolumens, ausgedehnte Emphyseme, herdförmige Fibrosen, peribronchioläre Ver-
dickungen und z. T. gerötete und verdickte Schleimhäute mit zähem Schleimbelag in Trachea 
und Bronchien. Zusätzlich konnten in den Lungen erkrankter Tiere histopathologische 
Veränderungen festgestellt werden, die mittel- bis hochgradig eingestuft werden konnten. Die 
Daten der verwendeten Pferde sind in der Tabelle 6 zusammengestellt. 
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ggr. Hyperkrinie, ggr. Hyperplasie des Bronchialepithels 
o.b.B. 
ggr. Hyperkrinie, ggr. Hyperplasie des Bronchialepithels 
ggr. Hyperkrinie, ggr. Hyperplasie des Bronchialepithels 
o.b.B. 
o.b.B. 








ggr. nichteitrige Peribronchiolitis 
angedeutete Peribronchitis 
o.b.B. 
angedeutete Fibrose, ggr. Peribronchitis 
















































w = weiblich, m = männlich, mk = männlich-kastriert, o.b.B. = ohne besonderen Befund, ggr. = 
geringgradig, mgr. = mittelgradig, hgr. = hochgradig 




3.2.1 Lösungen und Puffersysteme 
 
Inkubationspuffer für Phospholipase C-Assay (25 mmol/l Tris-Base, 8 mmol/l LiCl, 6 mmol/l 
MgCl2, 3 mmol/l EGTA, 2 mmol/l ATP, 1mmol/l Natriumdeoxycholat; pH 6,8 bei 25°C) 
Inkubationspuffer zur Bestimmung der β-adrenergen Rezeptoren (10 mmol/l Tris-Base,  
154 mmol/l NaCl, 0,55 mmol/l Ascorbinsäure; pH 7,4 bei 25°C) 
Inkubationspuffer und Waschpuffer zur Bestimmung der muskarin-cholinergen Rezeptoren 
(10 mmol/l NaH2PO4 x H2O, 10 mmol/l Na2HPO4 x 2 H2O; pH 7,4 bei 25°C) 
Kaliumphosphat-Puffer (100 mmol KH2PO4, 100 mmol K2HPO4; pH 7,4 bei 25°C) 
Lowry-Lösung A (188,7 mmol/l Na2CO3, 100 mmol/l NaOH, 5,67 mmol/l Kalium-
natriumtartrat-Tetrahydrat, 3,47 mmol/l SDS) 
Lowry-Lösung B (1,6 mmol/l CuSO4 x 5 H2O) 
Lowry-Lösung C (Lowry-Lösung A/Lowry-Lösung B (100:1 v/v)) 
Lysepuffer für Membranpräparation (20 mmol/l NaHCO3) 
N-Methyl-Scopolamin-Puffer (Inkubationspuffer für muskarin-cholinerge Rezeptoren + 
1 mmol/l N-Methyl-Scopolamin) 
Stopplösung für Adenylatzyklase (70 mmol/l SDS, 40 mmol/l ATP, 1,4 mmol/l cAMP, 50 
mmol/l Tris-Base, ca. 8500 cpm/100 µl [3H]-cAMP) 
T.E.N.-Puffer (20 mmol/l Tris-Base, 1 mmol/l EDTA-Na4, 25 mmol/l NaCl; pH 7,4 bei 25°C) 
Tris-EGTA-Puffer (20 mmol/l Tris-HCl, 5 mmol/l EGTA, pH 7,0 bei 25°C) 
Waschpuffer zur Bestimmung der β-adrenergen Rezeptoren (10 mmol/l Tris-Base,  
154 mmol/l NaCl; pH 7,4 bei 25°C) 
 




Amersham Biosciences (Freiburg, D)  
[2,8-3H]-Adenosin-3`,5`-cyclic phosphat 
([3H]-cAMP) 
(spezifische Aktivität: 42 Ci/mmol) 
 





Salzsäure (32%ig) (HCl) 
 
E. Merck (Darmstadt, D) 
L-(+)-Ascorbinsäure 
Calciumchlorid-dihydrat  




(CuSO4 x 5 H2O) 
Laurylsulfat 
Magnesiumchlorid-hexahydrat  
(MgCl2 x 6 H2O) 





Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)  
Aluminiumoxid (Alumina) 
 
PerkinElmer Life Sciences (Boston, USA) 
[α]-[32P]-Adenosin-5`-triphosphat 
([α]-[32P]-ATP) 
(spezifische Aktivität: 30 Ci/mmol) 
(-)-[125I]-Iodocyanopindolol  
(ICYP) 
(spezifische Aktivität: 2200 Ci/mmol) 
[3H]-N-Methylscopolaminchlorid  
(3H-NMS)  
(spezifische Aktivität: 81 Ci/mmol) 
[3H]-Phosphoinositol-4,5-biphosphat 
([3H]-PIP2)  
(spezifische Aktivität 6,5 Ci/mmol) 
 
Riedel-DE Haen AG (Sellze-Hannover, D) 
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 
 
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D) 
Adenosindeaminase (ADA) 





SERVA Feinbiochemica (Heidelberg, D) 
Dowex 50 WX 8 
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH 









































 Eppendorfgefäße 1,5 und 2 ml: Eppendorf AG; Hamburg, D 
 Falconröhren 50 ml: Greiner BIO-ONE GmbH; Frickenhausen, D 
 Glasfaser Rundfilter GF 52 ∅ 25 mm: Schleicher &Schuell; Dassel, D 
 Mullkompressen: Wilh. Weisweiler GmbH & CoKG; Münster, D 
 Pipettenspitzen: Carl Roth GmbH + Co.; Karlsruhe, D 
 Polypropylenröhrchen 12 ml: Greiner BIO-ONE GmbH; Frickenhausen, D  
 PS-Röhrchen 5 ml (Zählröhrchen): Greiner BIO-ONE GmbH; Frickenhausen, D 
 Szintillationsmessflaschen 5 ml: Carl Roth GmbH + Co.; Karlsruhe, D 
 Szintillationsmessflaschen 20 ml: Carl Roth GmbH + Co.; Karlsruhe, D 




 Beta-Counter Wallac 1409: Perkin Elmer Wallac GmbH; Freiburg, D 
 Eppendorf Centifuge 5403: Eppendorf AG; Hamburg, D 
 Gamma-Counter Wallac WIZARD 1470: Perkin Elmer Wallac GmbH; Freiburg, D 
 pH-Meter 761 Calimatic: Knick; Berlin, D 
 1225 Sampling Manifold (Filtertopf): Millipore; Billerica, USA  
 Schere, Pinzette, Skalpell: HEILAND VET GmbH & Co. KG; Hamburg, D 
 Spectrophotometer DU® 640: Beckman Coulter, Inc.; Fullerton, USA 
 Ultra-Turrax: Janke & Kunkel IKA Labortechnik; Staufen, D 
 Ultrazentrifuge XL-70: Beckman Coulter, Inc.; Fullerton, USA 
 Waage MC1 Analytic AC 210 S: Sartorius AG; Göttingen, D 
 Waage MC1 Laboratory LC 620 P: Sartorius AG; Göttingen, D 




3.3.1 Gewinnung des Organmaterials 
 
Nach der Tötung der Tiere wurden die Lungen mit den Luftröhren aus dem Brustkorb 
herausgenommen, innerhalb der nächsten zwei Stunden auf Eis in das Institut für 
Pharmakologie, Pharmazie und Toxikologie der Veterinärmedizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig transportiert, und sofort die Probenentnahme durchgeführt. Als 
Zielgewebe wurden das Lungenparenchym, das Bronchial- und das Trachealepithel mit der 
darunter liegenden glatten Muskulatur definiert. Demzufolge wurde Lungenparenchym aus 
dem rechten und linken Lobus caudalis frei von der Pleura, sichtbaren Gefäßen und 
Bronchien präpariert. Anschließend wurden die tracheobronchialen Verzweigungen freigelegt 
und im Längsschnitt eröffnet. Das Epithel mit der darunter liegenden glatten Muskulatur 
wurde aus der Trachea und den Bronchien zweiter und dritter Ordnung vorsichtig mit Pinzette 
und Skalpell von den Knorpelringen bzw. -spangen abgetrennt. Die aus Lunge, Bronchien 
und Trachea gewonnenen Gewebestücke (ca. 1 bis 2 g) wurden in Eppendorfgefäße (2 ml) 
überführt, in flüssigem Stickstoff kurz schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei 
-70°C aufbewahrt. 
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3.3.2 Präparation der Rohmembranfraktion 
 
Für die nachfolgende Durchführung der Radioligandbindungsstudien und die Bestimmung der 
Aktivität von AZ und PLC wurden Plasmamembranen aus eingefrorenem Gewebe der 
jeweiligen oben genannten Gewebeabschnitte (siehe Kapitel 3.3.1) isoliert. Im ersten Schritt 
wurden die bei -70 °C aufbewahrten Gewebestückchen in 10 ml (v/v) Lysepuffer (Kapitel 
3.2.1) aufgenommen, auf Eis (für ca. eine Stunde) aufgetaut und mit einer Schere fein 
zerkleinert. Die Homogenisation erfolgte mit einem Ultra Turrax. Das zerkleinerte Gewebe 
wurde zweimal 30 Sekunden mit einer Minute Intervall bei 15000 rpm auf Eis homogenisiert. 
Das Homogenat wurde anschließend bei 500 x g und 4°C 10 Minuten zentrifugiert, um 
unzerkleinerte Gewebebestandteile zu sedimentieren. Das Pellet wurde verworfen, und der 
Überstand durch 4-lagigen Mull in Ultrazentrifugenröhrchen filtriert. In der Beckman-
Ultrazentrifuge erfolgte die Trennung der Membranfraktion von restlichen Zellbestandteilen 
bei 20000 x g und 4 °C für 30 Minuten. Nach der 30-minütigen Zentrifugation wurde der 
Überstand verworfen, das Pellet in 15 ml Inkubationspuffer resuspendiert und erneut bei 
20000 x g und 4 °C für 30 Minuten gewaschen. Zum Schluss wurde das Pellet in 1 bis 5 ml 
Inkubationspuffer (Kapitel 3.2.1) aufgenommen und der Proteingehalt der Membran-
suspension bestimmt. Die Membransuspension wurde aliquotiert, in flüssigem Stickstoff kurz 
schockgefroren und bei -70 °C aufbewahrt. Alle Arbeitsschritte der Membranpräparation 




Die Proteinkonzentration der Membransuspension wurde nach der Methode von LOWRY et 
al. (1951) bestimmt. Die Eichkurve der Standardproben wurde mit bovinem Serumalbumin 
(0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml und 2,0 mg/ml) erstellt. Der Proteingehalt der Membran-
suspensionen wurde mittels Doppelbestimmung ermittelt. 25 µl Gewebeprobe bzw. 
Standardprobe wurden mit 750 µl der Lowry-Lösung C in 1,5 ml Eppendorfgefäßen ver-
mischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit 
37,5 µl des Folin-Ciocalteu-Phenolreagens versetzt und sofort auf dem Vortex vermischt. 
Nach einer weiteren Inkubation von 30-45 Minuten wurden die Proben in Quarzglasküvetten 
bei 660 nm Wellenlänge spektralphotometrisch gegen den Leerwert gemessen und der 
Proteingehalt mit Hilfe der Eichkurve in mg/ml berechnet. Für die Ermittlung des Leerwertes 
wurden 25 µl Kaliumphosphat-Puffer anstelle der Probe verwendet. 




Prinzip der Radioligandbindungsstudien und Berechnungsgrundlagen 
Mit Hilfe der Radioligandbindungsstudien wurden an Membranen die Anzahl β-adrenerger 
und muskarin-cholinerger Rezeptoren, deren Subtypverteilung sowie deren Bindungs-
verhalten gegenüber entsprechenden Liganden bestimmt. Als Radioliganden dienten radio-
aktiv markierte β-adrenerge oder muskarin-cholinerge Antagonisten. Die Grundlage für die 
Bindungsstudien bildet das Massenwirkungsgesetz. Es besagt, dass sich eine bimolekulare 
Reaktion im Gleichgewicht befindet, wenn das Reaktionsprodukt in gleichem Maße gebildet 
wird wie es wieder zerfällt. Bezogen auf die Bindungsstudien bedeutet dies: 
Radioligand + Rezeptor ⇄ Radioligand-Rezeptor-Komplex. 





wobei die Dissoziationskonstante (KD) die Konzentration ist, bei der die Hälfte der 
Rezeptoren durch Liganden besetzt ist.  
 
Die Anzahl der Rezeptoren (Bmax) bzw. die Affinität des Rezeptors (KD) zum Liganden sowie 




In Sättigungsexperimenten werden Gesamtrezeptorzahl und Affinität anhand der spezifischen 
Bindung des Radioliganden in steigender Konzentration bei gleich bleibender Rezeptor-
konzentration bestimmt. Da neben der spezifischen Bindung des Liganden an den Rezeptor 
auch eine unspezifische Bindung an anderen Membranstrukturen (Nicht-Rezeptor-Membran-
bestandteile) und an verwendete Materialien wie Filter erfolgt, muss für die Bestimmung der 
spezifischen Bindung die unspezifische Bindung von der Gesamtbindung subtrahiert werden. 
Die unspezifische Bindung wird durch Zusatz eines unmarkierten Liganden (i. d. R. ein 
Antagonist) bestimmt, der in 100-1000fach höherer Konzentration als die Dissoziations-
konstante (KD) des Radioliganden eingesetzt wird und bei dieser Konzentration alle 
Bindungsstellen der Rezeptoren besetzt, so dass der Radioligand nur noch unspezifisch 
binden kann. Die spezifische Bindung ergibt sich dann aus der Differenz von  
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Gesamtbindung und unspezifischer Bindung: 
spezifische Bindung = Gesamtbindung – unspezifische Bindung 
Die Abbildung 4 veranschaulicht die Beziehung der einzelnen Bindungen des Radioliganden. 
Die unspezifische Bindung ist nicht sättigbar und zeigt einen linearen Kurvenverlauf, 
währenddessen die spezifische Bindung den typischen Verlauf einer Hyperbel zeigt und ab 
einer bestimmten Konzentration des Radioliganden eine Sättigung erreicht. Die Kurve der 
Gesamtbindung ist steiler als die der spezifischen Bindung und erreicht durch den Anteil der 










Abbildung 4: Schematische Darstellung von Gesamt-, unspezifischer und spezifischer Bindung 
 









Bmax: maximale Rezeptorzahl, KD: Dissoziationskonstante (Radioligand) 
 
Die Berechnung von Bmax und KD erfolgt entweder linear durch Scatchardplot (nach 
SCATCHARD 1949) oder durch nichtlineare Regressionsanalyse. 
Iterative nichtlineare Regression: Bei der iterativen nichtlinearen Regression wird ausgehend 
von experimentell gewonnenen Werten mit Hilfe von Computerprogrammen eine 
Näherungskurve errechnet und die Abweichung von dieser Kurve als Summe der 
Abweichungsquadrate angegeben. Durch Minimierung der Abweichungsquadrate erfolgt eine 
optimale Anpassung an das vorgegebene mathematische Modell (Abbildung 5A).  
Scatchardplot: Durch Auftragen des Quotienten spezifische Bindung/freier Radioligand 
(Ordinate) gegen spezifische Bindung (Abszisse) ergibt sich eine Gerade mit negativer 
Steigung (Abbildung 5B). Der Schnittpunkt mit der Abszisse zeigt die maximale Rezeptor-
zahl (Bmax) und das negative Reziprok des Anstieges ergibt die Dissoziationskonstante (KD). 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung einer Sättigungskurve (A) und deren Linearisierung nach 
Scatchard (B) 
 
Die Auswertung der experimentell gewonnen Bindungsdaten erfolgte sowohl durch 
Scatchardplot als auch durch iterative nichtlineare Regression mit dem Computerprogramm 
GraphPadTMPrism (GraphPad Software, San Diego; USA). Es wurden die maximale 
Rezeptordichte Bmax in fmol/mg Protein und die Dissoziationskonstante KD in pmol/l für β-
adrenerge und in nmol/l für muskarin-cholinerge Rezeptoren berechnet. Da ein Curie (Ci) 
2,22 x 10-12 Zerfällen pro Minute (dpm) entspricht, erfolgte die Umwandlung der gemessenen 
cpm (counts per minute) in fmol unter Berücksichtigung der spezifischen Aktivität des 







Bei Verdrängungsexperimenten wird die Bindung des Radioliganden bei konstanter Konzen-
tration in Anwesenheit eines unmarkierten Liganden in zunehmenden Konzentrationen 
gemessen. Der unmarkierte Ligand konkurriert bei Verdrängungsexperimenten mit dem 
Radioliganden um dieselbe Bindungsstelle. 
Radioligand + Rezeptor ⇄ Radioligand-Rezeptor-Komplex 
Ligand + Rezeptor ⇄ Ligand-Rezeptor-Komplex 
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Die spezifische Bindung wird dabei wie bei den Sättigungsexperimenten durch Subtraktion 
der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung berechnet. Für die spezifische Bindung 
des Radioliganden ergibt sich in Abhängigkeit von seiner Affinität (KD) für den Rezeptor, der 
Konzentration des verdrängenden Liganden und dessen Affinität (KI) folgende Formel: 
[ ]
















Bmax stellt dabei die maximale Rezeptorzahl dar. KD ist die Dissoziationskonstante des 
Radioliganden, welche unabhängig von den Verdrängungsexperimenten mittels Sättigungs-
experimenten bestimmt wurde, und die Inhibitionskonstante (KI) gibt die Affinität des 
unmarkierter Liganden für den Rezeptor an. 
Der unmarkierte Ligand sollte mit zunehmenden Konzentrationen den Radioliganden 
vollständig aus seiner spezifischen Bindungsstelle verdrängen. Aus der resultierenden 
sigmoidalen Verdrängungskurve kann graphisch diejenige Konzentration des unmarkierten 
Liganden bestimmt werden, bei der die Hälfte des an den spezifischen Bindungsstellen 
gebundenen Radioliganden aus seiner Bindung verdrängt wird (IC50) (Abbildung 6). Aus der 
IC50 lässt sich mit Hilfe der Gleichung von CHENG und PRUSOFF (1973) die 










wobei [Radioligand] der Konzentration des Radioliganden im Versuchsprotokoll und KD der 
Dissoziationskonstante des Radioliganden, welche unabhängig aus Sättigungsexperimenten 
bestimmt wurde, entsprechen. 
Für den besseren Vergleich der Affinität verschiedener Agonist- bzw. Antagonistliganden 
wird in dieser Arbeit der pKI-Wert, der negative Logarithmus von KI, verwendet. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer monophasisch verlaufenden Verdrängungskurve 
 
Liegen zwei Bindungsstellen vor und besitzt der unmarkierte Ligand unterschiedliche 
Affinitäten für beide Bindungsstellen, so zeigt die Verdrängungskurve (Abbildung 7) einen 
flacheren biphasischen sigmoidalen Verlauf.  
 





















Abbildung 7: Schematische Darstellung einer biphasisch verlaufenden Verdrängungskurve 
 
Für die spezifische Bindung des Radioliganden ergibt sich in Abhängigkeit von der Affinität 
des unmarkierten Liganden für die beiden Bindungsstellen folgende Formel: 
[ ]
[ ] [ ]
[ ]































wobei Bmax die gesamte Anzahl der Bindungsstellen darstellt. KD ist die Dissoziations-
konstante des Radioliganden, welche unabhängig aus Sättigungsexperimenten bestimmt 
wurde. KIH gibt die Affinität des verdrängenden Liganden für die hochaffinen und KIL die 
Affinität für die niederaffinen Bindungsstellen des Liganden an. 
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Die Steilheit einer Kurve kann mit dem (Pseudo)-Hill-Koeffizienten (nH) nach HILL (1910) 
berechnet werden. Beträgt der Hill-Koeffizient ≈ 1,0, so liegt eine homogene Bindungsstelle 
vor. Ein Hill-Koeffizient abweichend von 1,0 deutet auf die Existenz zweier Bindungsstellen 
oder Affinitäten hin, die entweder als positive (nH > 1,0) oder negative (nH < 1,0) Kooperation 
zwischen den Bindungsstellen beschrieben werden kann. Des Weiteren erleichtert der F-
Ratio-Test durch statistische Auswertung die Entscheidung, welches mathematische Modell 
den Kurvenverlauf besser beschreibt, ob eine oder zwei Bindungsstellen vorliegen (nähere 
Beschreibung siehe Kapitel 3.3.7). 
Die Auswertung der durchgeführten Verdrängungsexperimente erfolgte mit dem 
Computerprogramm GraphPadTMPrism Version 3.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) 
mittels nichtlinearer Regression. Mit Hilfe des Programms wurden die IC50 der unmarkierten 
Liganden, deren Inhibitionskonstante KI und der Hill-Koeffizient berechnet, sowie der F-
Ratio-Test durchgeführt. 
 
Bestimmung der β-adrenergen Rezeptoren 
Zur Bestimmung der β-adrenergen Rezeptoren an Membranen wurden Radioligand-
bindungsstudien mit dem Radioliganden (-)-[125I]-Iodocyanopindolol (ICYP) in Anlehnung an 
die von ABRAHAM et al. (2001) beschriebene Methode durchgeführt. Zur Bestimmung der 
unspezifischen Bindung diente der nicht selektive β-adrenerge Antagonist (±)-CGP 12177 in 
einer Konzentration von 1 µmol/l. Bis zur Inkubation des Reaktionsgemisches wurden die 
verwendeten Substanzen und Membransuspensionen in Polypropylenröhrchen auf Eis 
pipettiert. 
Für die Sättigungsexperimente wurden jeweils sechs Konzentrationen des Radioliganden 
ICYP zwischen 5 und 200 pmol/l in Doppelbestimmung für gesamte und unspezifische 
Bindung eingesetzt.  
Der Reaktionsansatz betrug 250 µl und setzte sich folgendermaßen zusammen: 
50 µl  Inkubationspuffer (Gesamtbindung) bzw. 1 µmol/l CGP 12177 (unspezifische  
Bindung) 
50 µl  ICYP (5-200 pmol/l) 
 150 µl Membransuspension (0,066 mg Protein/ml). 
Die Inkubation erfolgte 90 min im Wasserbad bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch 
Überführung der Reaktionsgefäße auf Eis und Zugabe von jeweils 8 ml eiskalten Waschpuffer 
gestoppt. Die an die Membran gebundene und die ungebundene Radioaktivität wurden durch 
Filtration über feuchte Glasfaser-Filter getrennt. Die Filter wurden mit weiteren 8 ml 
38  Tiere, Materialien und Methoden 
 
Waschpuffer gewaschen. Die Filterblättchen wurden in Zählröhrchen überführt und die 
Menge der gebundenen Radioaktivität in einem Gamma-Counter (Wallac WIZARD 1470) 
mit einer Effizienz von 80 % gemessen und als „counts per minute“ (cpm) angegeben. Die 
genaue Bestimmung der sechs rechnerisch ermittelten ICYP-Konzentrationen erfolgte durch 
Messung der Radioaktivität. Hierbei wurden von jeder angesetzten Konzentration 50 µl direkt 
auf Filter gegeben und gemessen. 
Bei den Verdrängungsexperimenten wurde ebenfalls in Doppelbestimmung zu einer 
konstanten Konzentration von ICYP (80-100 pmol/l) ein unmarkierter Ligand in ansteigenden 
Konzentrationen (100 pmol/l–100 µmol/l) zugegeben. Folgende Agonist- und Antagonist-
liganden wurden eingesetzt: 
 nichtselektiver β-adrenerger Antagonist  (+)- und (-)-Propranolol 
 β1-selektiver Antagonist    CGP 20712A 
 β2-selektiver Antagonist    ICI 118,551 
 nichtselektive Agonisten    (-)-Isoprenalin 
        (-)-Adrenalin 
        (-)-Noradrenalin 
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes: 
 50 µl Inkubationspuffer (Gesamtbindung) bzw. 1 µmol/l CGP 12177 (unspezifische  
  Bindung) bzw. unmarkierter Ligand in ansteigender Konzentration (s. o.) 
 50 µl ICYP (80-100 pmol/l) 
 150 µl Membransuspension (0,066 mg Protein /ml) 
Inkubation, Filtration und Messung der Radioaktivität erfolgten entsprechend den 
Sättigungsexperimenten. 
Da nach dem Model des Ternary Komplexes von DE LEAN et al. (1980) β-adrenerge 
Rezeptoren in Abwesenheit von Guaninnukleotiden für Agonisten in hoch- und niederaffinen 
Zuständen vorliegen und nach der Zugabe von Guaninnukleotiden die Rezeptoren sich nur 
noch im niederaffinen Zustand befinden, wurden außerdem Verdrängungsexperimente mit 
dem β-adrenergen Agonisten (-)-Isoprenalin in An- und Abwesenheit von 100 µmol/l GTP 
durchgeführt. 
 
Bestimmung der muskarin-cholinergen Rezeptoren 
Radioligandbindungsstudien an muskarin-cholinergen Rezeptoren wurden mit einigen 
Abweichungen ähnlich den Bindungsstudien für β-adrenerge Rezeptoren durchgeführt. Als 
radioaktiv markierter Ligand wurde [3H]-N-Methylscopolamin (3H-NMS) für die 
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Sättigungsexperimente in sechs Konzentrationen von 0,5-8,5 nmol/l und für die 
Verdrängungsexperimente in einer konstanten Konzentration von ≈3 nmol/l eingesetzt. Zur 
Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde der Antagonist Atropin (1 µmol/l) 
verwendet.  
Der Reaktionsansatz setzte sich folgendermaßen zusammen: 
50 µl Inkubationspuffer (Gesamtbindung) bzw. 1 µmol/l Atropin (unspezifische  
Bindung) bzw. unmarkierter Ligand 
50 µl 3H-NMS (0,5-8,5 nmol/l) 
 150 µl Membransuspension (0,666 mg Protein /ml für Membranen von Trachea  
und Bronchien bzw. 2,0 mg/ml Protein für das Lungenparenchym) 
Für Verdrängungsexperimente zur Bestimmung der Subtypen von muskarin-cholinergen 
Rezeptoren wurden folgende Agonisten und Antagonisten eingesetzt: 
nichtselektiver Agonist   Carbachol  
nichtselektive Antagonisten   Scopolamin 
      Atropin 
vorwiegend M1-selektive Antagonisten Pirenzepin 
      Telenzepin 
vorwiegend M2-selektiver Antagonist Methoctramin 
vorwiegend M2/4-selektiver Antagonist Himbacin 
vorwiegend M3-selektiver Antagonist 4-DAMP 
vorwiegend M4-selektiver Antagonist Tropicamid 
M4-selektiver Antagonist   Mamba-Toxin-3 (MT-3) 
Wie für β-adrenerge Rezeptoren wurden die Affinitätszustände der muskarin-cholinergen 
Rezeptoren mit dem muskarin-cholinergen Agonisten Carbachol in An- und Abwesenheit von 
100 µmol/l GTP in der Membransuspension überprüft. 
Die Inkubation erfolgte für 60 Minuten bei 25 °C im Wasserbad. Etwa eine halbe Stunde vor 
der Filtration wurden die Filter in Inkubationspuffer, der 1 mmol/l nicht markiertes 
N-Methylscopolamin enthielt, eingeweicht, um die unspezifische Bindung von 3H-NMS am 
Filter zu reduzieren. Die Reaktion wurde wie bei den β-adrenergen Rezeptoren durch Zugabe 
von 8 ml Waschpuffer gestoppt. Ungebundene und gebundene Radioaktivität wurden 
ebenfalls durch Filtration getrennt. Nach dem Filtrieren wurden die Filterblättchen in 5 ml 
Szintillationsmessflaschen überführt und im Brutschrank bei 37 °C 24 Stunden getrocknet. 
Nach Zugabe von 3 ml der lipophilen Szintillationsflüssigkeit Rotiszint® 11 und zehn-
minütigem Schütteln wurde die Radioaktivität im Beta-Counter (Wallac 1409) mit einer 
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Effizienz von ca. 50 % gemessen. Die genaue Bestimmung der rechnerisch ermittelten 3H-
NMS-Konzentrationen erfolgte durch Messung der Radioaktivität. Hierbei wurden von der 
eingesetzten Konzentration 50 µl direkt auf die Filter gegeben und nach Zusatz von 3 ml 
Szintillator gemessen. 
 
3.3.5 Bestimmung der Aktivität der Adenylatzyklase 
 
Die Bestimmung der AZ-Aktivität erfolgte nach der Methode von SALOMON et al. (1974). 
An Membranfraktionen des equinen Lungenparenchyms sowie des Bronchial- und 
Trachealepithels mit der darunter liegenden glatten Muskulatur wurde die Aktivität des 
Enzyms durch Umsatz von [α]-[32P]-ATP in das [32P]-cAMP bestimmt. Die Membranen 
wurden wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben gewonnen, jedoch zum Schluss in T.E.N.-Puffer 
(siehe Kapitel 3.2.1) aufgenommen. Die Proteinkonzentration wurde auf 1,5-2,0 mg 
Protein/ml (30-40 µg/Ansatz) eingestellt. Die Messung der AZ-Aktivität erfolgte unter 
basalen Bedingungen (ohne Substanzzugabe), nach Stimulation mit 10 µmol/l GTP 
(Aktivierung von G-Proteinen; SIMONDS 1999), 10 µmol/l Isoprenalin in Anwesenheit von 
10 µM GTP (unmittelbare Stimulation des β-adrenergen Rezeptors), 10 µmol/l Forskolin 
(direkte Aktivierung der katalytischen Untereinheit der AZ unter Einbeziehung von Gs-
Protein; DARFLER et al. 1982, DESSAUER et al. 1997), 10 mmol/l Natriumfluorid (NaF, 
Vermittlung der Dissoziation von G-Proteinen; KATADA et al. 1984) sowie mit 10 mmol/l 
Mn2+ (als Ersatz für Magnesium direkte Aktivierung der AZ; MITTAG et al. 1988, HURLEY 
1999). Zusätzlich wurde die Hemmung der durch Isoprenalin- und GTP-stimulierten Aktivität 
der AZ durch 1 mmol/l Carbachol (Hemmung der AZ durch Aktivierung von M2/4-Rezeptoren 
über Gi-Proteine) bestimmt. Die Messung der Aktivität erfolgte für jede Probe in 
Dreifachbestimmung. Der Versuchsansatz erfolgte entsprechend Tabelle 7. Da dem Enzym 
präparationsbedingt das zytoplasmatische Umfeld fehlt, erforderte der Reaktionsansatz den 
Zusatz von Creatinphosphat und Creatinphosphokinase, welche als Phosphatgruppen-
überträger bzw. –fänger dienen. Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches wurde so 
gewählt, dass 100 µl Ansatz 40 mmol/l HEPES, 5 mmol/l MgCl2, 1 mmol/l EDTA-Na4, 
0,5 mmol/l ATP, 0,1 mmol/l cAMP, 5 mmol/l Creatinphosphat und 50 I.E./ml Creatin-
phosphokinase enthielten. Da Mn2+ als Ersatz für Mg2+ dient, wurde für die Stimulation der 
AZ durch Mangan ein Reaktionsgemisch ohne Mg2+ (-Mg2+) verwendet. Um störende 
Einflüsse von hydrolysiertem ATP in Form von Adenosin, welches hemmend auf die Bildung 
von cAMP wirkt, auszuschließen, wurden 20 I.E. Adenosindeaminase je Ansatz zugesetzt. 
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Tabelle 7: Versuchsansatz für AZ-Assay 
Leer-
wert 
Basal GTP Iso 
+GTP 
Forskolin NaF Basal  
(-Mg2+)
Mn2+ Carb  
50 µl 30 µl 20 µl 10 µl 20 µl 20 µl 30 µl 20 µl - H2O dest. 
10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl ADA 
16,5 µl 16,5 µl 16,5 µl 16,5 µl 16,5 µl 16,5 µl 16,5 µl* 16,5 µl* 16,5 µl RG 
- - 10 µl 10 µl - - - - 10 µl GTP 
- - - 10 µl - - - - 10 µl Iso 
- - - - 10 µl - - - - Forskolin 
- - - - - 10 µl - - - NaF 
- - - - - - - 10 µl - Mn 
- - - - - - - - 10 µl Carb 
- 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl Membran  
23,5 µl 23,5 µl 23,5 µl 23,5 µl 23,5 µl 23,5 µl 23,5 µl 23,5 µl 23,5 µl 
[α]-[32P]-
ATP 
ADA = Adenosindeaminase, Carb = Carbachol, Iso =Isoprenalin, Mg2+ = Magnesium, Mn2+ = 
Mangan, NaF = Natriumfluorid, RG = Reaktionsgemisch, * = Reagenzgemisch ohne Mg2+ 
 
Der Reaktionsansatz wurde zunächst ohne [α]-[32P]-ATP vorinkubiert (10 min bei 30°C) und 
anschließend nach Zugabe von je 1000000 cpm [α]-[32P]-ATP nochmals exakt 10 Minuten im 
Wasserbad inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µl 
Stopplösung und 800 µl destilliertem Wasser beendet. Die Trennung von [32P]-cAMP von 
[32P]-ATP erfolgte über Säulenchromatographie in zwei Schritten: Fixierung von anionischen 
Verbindungen auf Anionenaustauschersäulen (Dowex) und Elution von cAMP vom neutralen 
Austauscher (Alumina). Dazu wurde der Reaktionsansatz zunächst auf Dowex-Säulen 
gegeben. Die Säulen wurden zweimal mit 1 ml destillierten Wasser gewaschen und 
anschließend auf Alumina-Säulen gestellt und nochmals mit 4 ml destillierten Wasser 
gewaschen. Das gebildete cAMP wurde nun durch einen letzten Waschschritt mit 5 ml einer 
0,1 molaren Imidazollösung aus den Aluminasäulen freigesetzt, in 20 ml Messflaschen 
überführt und nach Zugabe von 14 ml Szintillationsflüssigkeit Rotiszint® 22 im Beta-Counter 
(Wallac 1409) gemessen.  
Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate an cAMP nach der Säulenchromatographie wurde 
der Stopplösung tritiummarkiertes cAMP (8.500 cpm/100 µl) zugesetzt. Die Auswertung der 
Aktivität der AZ erfolgte nach Umrechnung des gebildeten markierten cAMP von cpm in 
pmol/mg Protein/min unter Einbeziehung der Wiederfindungsrate und Abzug des Leerwertes. 
Die genaue Bestimmung der rechnerisch ermittelten Konzentrationen von [α]-[32P]-ATP und 
[3H]-cAMP erfolgte über Messung der Radioaktivität. Hierbei wurden von jeder angesetzten 
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Konzentration 23,5 µl bzw. 100 µl direkt in Messflaschen gegeben und nach Zugabe von 
14 ml Szintillationsflüssigkeit gemessen. 
 
3.3.6 Bestimmung der Aktivität der Phospholipase C 
 
Die Aktivität des Enzyms PLC wurde in Anlehnung an die Methode von GARRO et al. 
(2001) an Membranfraktionen des equinen Lungenparenchyms sowie des Bronchial- und 
Trachealepithels mit der darunter liegenden glatten Muskulatur bestimmt. Dabei hydrolysiert 
die PLC exogenes [3H]-Phosphoinositol-4,5-diphosphat ([3H]-PIP2) in Diacylglycerol und 
radioaktiv markierte Inositolphosphate (Mono-, Di- und Triphosphat). Die Trennung der 
hydrophilen Inositolphosphate vom lipophilen [3H]-PIP2 erfolgt bei dieser Methode durch 
Chloroform/Methanol-Extraktion.  
Die für die Bestimmung der PLC notwendigen Membranen wurden ähnlich wie in Abschnitt 
3.3.2 gewonnen. Als Lysepuffer wurde jedoch Tris-EGTA-Puffer (Kapitel 3.2.1) verwendet. 
Die Zentrifugation erfolgte in der Beckman-Ultrazentrifuge für 20 Minuten bei 50000 x g und 
4 °C. Anschließend wurden die Membranen in Inkubationspuffer für den Phospholipase C-
Assay aufgenommen. Der Proteingehalt wurde auf 1,5-2,5 mg/ml (60-100 µg Protein/Ansatz) 
eingestellt. Der Umsatz von [3H]-PIP2 in Inositolphosphat wurde unter basalen Bedingungen, 
nach Zugabe von 5 µmol/l GTPγS (Aktivierung von G-Proteinen), 1 mmol/l Carbachol 
(Stimulation der muskarin-cholinergen Rezeptoren) in Gegenwart von 5 µmol/l GTPγS und 
10 mmol/l Natriumfluorid (Aktivierung von G-Proteinen) gemessen.  
Da die Aktivität der PLC von der Konzentration an freien Kalziumionen abhängig ist, wurde 
im Reaktionsansatz eine freie Kalziumkonzentration von 50 nmol/l eingesetzt, bei der nach 
CLARO et al. (1995) optimale Effekte durch GTPγS und Agonisten erzielt werden. Die 












wobei cCafrei die gewünschte freie Kalziumkonzentration und cEGTA die Konzentration an 
EGTA im Reaktionsansatz angeben. Ka ist die Assoziationskonstante von EGTA und 
Kalziumionen. Sie beträgt bei einem pH-Wert von 6,8 106 mol/l.  
In 1,5 ml Eppendorfgefäße wurde zunächst [3H]-PIP2 (10.000 -15.000 cpm) vorgelegt und 
dann die restlichen Substanzen zugegeben. Für die Bestimmung der Aktivität der PLC nach 
Stimulation mit Carbachol wurden die Membranen 45 Minuten mit Carbachol bei 
Raumtemperatur vorinkubiert, damit sich am muskarin-cholinergen Rezeptor ein 
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Gleichgewicht einstellen konnte. Bei einem Gesamtvolumen von je 100 µl setzte sich der 
Versuchsansatz entsprechend Tabelle 8 zusammen: 
 
Tabelle 8: Versuchsansatz für PLC-Assay 
Basal GTPγS Carbachol + 
GTPγS 
Natriumfluorid  
20 µl 20 µl 20 µl 20 µl [3H]-PIP2 
10 µl 10 µl 10 µl 10 µl CaCl2 
30 µl 20 µl 10 µl 20 µl Inkubationspuffer 
- 10 µl 10 µl - GTPγS 
- - 10 µl - Carbachol 
- - - 10 µl Natriumfluorid 
40 µl 40 µl 40 µl 40 µl Membran  
 
Die Reaktion wurde durch Zugabe der Membransuspension und kräftiges Rütteln auf dem 
Vortex gestartet. Die Proben wurden für 15 Minuten bei 37°C im Schüttelwasserbad 
inkubiert. Die Extraktion von Inositolphosphat erfolgte durch Zugabe von 600 µl eiskalten 
Chloroform/Methanol-Gemisch (1:2 [v/v]), 250 µl Chloroform und 250 µl Salzsäure 
(0,25 mol/l). Nach kräftigem Schütteln wurden die Proben für die Phasenbildung 20 Minuten 
auf Eis stehengelassen und anschließend bei 3000 rpm 30 Sekunden zentrifugiert. Aus der 
oberen wässrigen Phase wurden 400 µl entnommen, in 5 ml Messflaschen überführt und nach 
Zugabe von 3 ml Szintillationsflüssigkeit Rotiszint® 22 im Beta-Counter (Wallac 1409) 
gemessen. Jede Messung erfolgte in Dreifachbestimmung. Die Auswertung der Aktivität der 
PLC erfolgte nach Umrechnung des gebildeten Inositolphosphat von cpm in fmol/mg 
Protein/min und nach Abzug des Basalwertes. 
 




Die experimentellen Daten in den Tabellen und Diagrammen werden als arithmetisches Mittel 
der gemessenen Einzelwerte sowie deren Standardfehler (S.E.M.) dargestellt. Zu jedem 
Versuchsansatz ist die Zahl der durchgeführten Versuche angegeben (n-Zahl). 
Für die Entscheidung, ob bei den Verdrängungsexperimenten das Model für eine oder zwei 
Bindungsstellen angewendet wird, wurde der F-Ratio-Test verwendet. Dieser vergleicht die 
Varianz zwischen den aktuellen und den für jedes mathematische Model erwarteten Punkten. 
Die Berechnung erfolgte mit dem Computerprogramm GraphPadTMPrism Version 3.0 







wobei MQ das mittlere Abweichungsquadrat und FG den Freiheitsgrad angeben. Beim 
einseitigen Bindungsmodell beträgt F≈1,0 und beim zweiseitige Bindungsmodell F>1,0. Das 
zweiseitige Bindungsmodell wurde verwendet, wenn die berechnete Kurve signifikant 
verschieden vom einseitigen Bindungsmodell (P<0,05) war. 
Alle erhaltenen Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest (mit Lilliefors 
Korrektur) auf Normalverteilung überprüft. Aufgrund dieser Ergebnisse kann sowohl für das 
Bindungsverhalten an Rezeptoren als auch für die Aktivität der Enzyme AZ und PLC von 
einer angenäherten Normalverteilung ausgegangen werden. Damit erfolgte der statistische 
Vergleich zwischen den Gruppen durch parametrische Tests. Für den Vergleich zwischen den 
kranken und gesunden Pferden wurde der Student`s t-Test mit zweiseitiger Fragestellung 
verwendet. Für den Vergleich zwischen den drei Segmenten des equinen Respirationstraktes 
wurde der ANOVA one-way-Test mit dem Nachfolgetest von Bonferroni verwendet. Als 
Irrtumswahrscheinlichkeit wurde 5 % (P<0,05) vor Versuchsbeginn festgelegt. Die 
statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm GraphPadTMPrism Version 3.0 
(GraphPad Software, San Diego, USA). 




4.1 Profil der β-adrenergen Rezeptoren im Respirationstrakt gesunder Pferde 
 
Um die β-adrenergen Rezeptoren im Respirationstrakt gesunder Pferde zu charakterisieren, 
wurden an Membranen von drei Segmenten (Lungenparenchym, Bronchial- bzw. Tracheal-
epithel mit der darunter liegenden glatten Muskulatur) folgende Kriterien untersucht: 
 Gesamtrezeptorzahl 
 Stereoselektivität β-adrenerger Rezeptoren für (+)- und (-)-Propranolol 
 Subtypisierung β-adrenerger Rezeptoren 
 Spezifität der Agonistligandenbindung (Rangfolge der Wirkungsstärke) 
 Kopplungseffizienz an heterotrimere G-Proteine 




Die Bestimmung der Anzahl β-adrenerger Rezeptoren erfolgte mit Hilfe von Sättigungs-
experimenten. Hierzu wurden Membranen mit steigenden Konzentrationen (5-200 pmol/l) des 
Radioliganden ICYP inkubiert. Da ICYP nicht nur spezifisch an Rezeptoren bindet sondern 
auch an andere Membranstrukturen („Nicht-Rezeptor-Membranbestandteile“) und an 
verwendete Materialien wie Filter, wurde parallel dazu die unspezifische Bindung des Radio-
liganden durch Inkubation in Anwesenheit des β-Antagonisten (±)-CGP 12177 ermittelt. Die 
spezifische Bindung wurde dann aus der Differenz von Gesamtbindung und unspezifischer 
Bindung berechnet. Abbildung 8 zeigt die konzentrationsabhängige Beziehung zwischen der 
Gesamtbindung, spezifischer und unspezifischer Bindung des Radioliganden ICYP. Während 
die Gesamtbindung und die unspezifische Bindung mit zunehmender ICYP-Konzentration 
stetig anstiegen und nicht sättigbar waren, zeigte die spezifische Bindung einen asympto-
tischen Verlauf und erreichte in allen drei Segmenten zwischen 80 und 110 pmol/l ein 
Plateau, d. h. die spezifische Bindung war ab diesem Konzentrationsbereich gesättigt.  
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Abbildung 8: Repräsentative Sättigungsexperimente mit ICYP an Membranen von Lungenparenchym 
(A), Bronchien (B) und Trachea (C). Membranen wurden mit steigenden Konzentrationen von ICYP 
(5-200 pmol/l) in Abwesenheit (Gesamtbindung; GB) und Anwesenheit von 1 µmol/l (±)-CGP 12177 
(unspezifische Bindung; UB) inkubiert. Die spezifische Bindung (SB) ergibt sich aus der Differenz 
von Gesamtbindung und unspezifischer Bindung.  
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Die maximale Rezeptorzahl (Bmax) und die Dissoziationskonstante (KD) wurden aus der 
spezifischen Bindung mittels iterativer, nichtlinearer Regressionsanalyse berechnet 
(Abbildung 9A). An Membranen des Lungenparenchyms wurde mit einer Bmax von 
496,1 ± 23,4 fmol/mg Protein die höchste Anzahl β-adrenerger Rezeptoren gefunden. Die 
maximale Rezeptorzahl des bronchialen Gewebes betrug 155,1 ± 19,6 fmol/mg Protein und 
war damit signifikant niedriger (P<0,001) als im Lungenparenchym. Die niedrigste 
Rezeptordichte wurde an Membranen des Trachealepithels mit der darunter liegenden glatten 
Muskulatur festgestellt. Sie war ca. sechsmal niedriger als im Lungenparenchym (P<0,001; 
Lunge vs. Trachea; 496,1 ± 23,4 vs. 79,8 ± 12,6 fmol/mg Protein) und zweimal niedriger als 
im Bronchialgewebe (P<0,05; Bronchien vs. Trachea: 155,1 ± 19,6 vs. 79,8 ± 12,6 fmol/mg 
Protein). Zusätzlich wurden die Daten der spezifischen Bindung mittels linearer 
Regressionsanalyse nach SCATCHARD (1949) transformiert und ebenfalls die Bmax und KD 
ermittelt (Abbildung 9B). Hierbei ergab sich kein Unterschied zwischen den beiden 
Analysemethoden hinsichtlich Bmax und KD. Damit ergab sich im equinen Respirationstrakt 
folgende Reihenfolge hinsichtlich der Anzahl β-adrenerger Rezeptoren: Lunge >>> 
Bronchien > Trachea (Abbildung 9). Die Affinität der Rezeptoren für den Radioliganden 
ICYP war in allen Segmenten annähernd gleich. 
 
A       B 
 
Abbildung 9: Spezifische ICYP-Bindung und deren Transformation nach Scatchard (1949) an 
Membranen von Lungenparenchym (▼), Bronchien (▲) und Trachea (■). Die hier gezeigten Daten 
sind Mittelwerte aus je 11 Versuchen mit Doppelbestimmung. A: Die spezifische Bindung von ICYP 
in Abhängigkeit von der Konzentration. Die spezifische Bindung wurde durch Subtraktion der 
unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung berechnet. B: Transformation der spezifischen 
Bindung nach SCATCHARD (spezifische ICYP-Bindung/freies ICYP vs. spezifische Bindung). Der 
Schnittpunkt auf der x-Achse entspricht der maximalen Rezeptorzahl (Bmax). Die Dissoziations-
konstanten (KD) wurden aus der Steigung der Geraden ermittelt. Bmax und KD entsprechen den durch 
iterative nichtlineare Regressionsanalyse ermittelten Werten. 
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4.1.2 Bestimmung der Stereoselektivität durch Verdrängung der ICYP-Bindung mit  
(-)-Propranolol und (+)-Propranolol 
 
Ein wichtiges Charakteristikum für das Bindungsverhalten von Rezeptoren ist ihr 
Unterscheidungsvermögen zwischen (-)- und (+)-Enantiomeren der Liganden, die 
Stereoselektivität. Zum Nachweis, dass β-adrenerge Rezeptoren im equinen Respirationstrakt 
stereospezifisch sind, wurden die Membransuspensionen der drei Segmente mit einer 
konstanten ICYP-Konzentration (80-100 pmol/l) und mit steigenden Konzentrationen des (-)- 
und (+)-Enantiomers von Propranolol (10-10 bis 10-4 mol/l) inkubiert. Die konzentrations-
abhängigen Verdrängungskurven zeigten in allen drei Regionen sowohl für (-)- als auch für 
(+)-Propranolol einen monophasischen Verlauf (Abbildung 10). Der Hill-Koeffizient lag 
jeweils nahe 1,0 (Tabelle 9). (-)-Propranolol hemmte bereits bei einer Konzentration von un-
gefähr 10-8 mol/l zu 50% die Bindung von ICYP an den Rezeptor, während (+)-Propranolol 
erst bei einer Konzentration von 10-6 mol/l die Hälfte des ICYP aus seinen Bindungsstellen 
verdrängen konnte (Abbildung 10). (-)-Propranolol besitzt somit eine etwa 100-mal höhere 
Affinität für β-adrenerge Rezeptoren als (+)-Propranolol. Der Rezeptor ist somit stereo-
spezifisch. Die aus jeweils drei unabhängigen Experimenten aus den IC50Werten nach 
CHENG und PRUSOFF (1973) errechneten mittleren pKI-Werte sind in Tabelle 9 
zusammengestellt, wobei keine regionalen Unterschiede existieren. 
 
4.1.3 Subtypisierung β-adrenerger Rezeptoren 
 
Für die Bestimmung der β1- bzw. β2-Rezeptorsubtypen wurden an Membranen der drei 
Segmente des equinen Respirationstraktes Verdrängungsexperimente mit selektiven 
β-adrenergen Antagonisten, dem β1-selektiven Antagonist CGP 20712A und dem 
β2-selektiven Antagonist ICI 118,551, durchgeführt. 
CGP 20712A hemmte die ICYP-Bindung in allen drei Geweben mit einem flachen 
biphasischen Kurvenverlauf (F-Test: P<0,01; Abbildung 11). In niedrigen Konzentrationen 
des Antagonisten wird ICYP zunächst aus den für CGP 20712A hochaffinen Bindungsstellen, 
den β1-adrenergen Rezeptoren, verdrängt. Erst bei höheren Konzentrationen wird auch die 
ICYP-Bindung an niederaffinen Rezeptoren, den β2-adrenergen Rezeptoren gehemmt. 
Anhand des Kurvenverlaufes lässt sich der Anteil der Rezeptorsubpopulationen bestimmen. 
Der Anteil der β1-adrenergen Rezeptoren an der Gesamtpopulation betrug in der Lunge 
21,0 ± 1,5 %, in den Bronchien 22,9 ± 3,9 % und in der Trachea 22,2 ± 4,6 % (Abbildung 11, 
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Abbildung 10: Verdrängung der ICYP-Bindung durch (-)- und (+)-Propranolol an Membranen von 
Lungenparenchym (A), Bronchien (B) und Trachea (C). Membransuspensionen wurden mit 80-
100 pmol/l ICYP und steigenden Konzentrationen (-)- und (+)-Propranolol inkubiert. Die spezifische 
Bindung von ICYP wurde durch Subtraktion der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung 
berechnet. Die 100%ige Bindung von ICYP wurde in Abwesenheit von (-)- bzw. (+)-Propranolol 
ermittelt. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je drei Versuchen mit Doppelbestimmung. 
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Tabelle 9). Analog dazu zeigten Verdrängungsexperimente mit dem β2-selektiven 
Antagonisten ICI 118,551 steilere aber ebenfalls biphasische Kurvenverläufe (F-Test: P<0,05, 
Abbildung 11). Die hochaffinen Bindungsstellen repräsentierten einen Anteil an β2-
adrenergen Rezeptoren an der Gesamtpopulation von 75,5 ± 3,0 % in der Lunge, 80,6 ± 3,7 % 
in den Bronchien und 84,8 ± 3,3 % in der Trachea (Abbildung 11, Tabelle 9). 
Übereinstimmend konnte sowohl bei Verdrängungsexperimenten mit dem β1-selektiven 
Antagonisten CGP 20712A als auch mit dem β2-selektiven Antagonisten ICI 118,551 in allen 
drei Segmenten des Respirationstraktes mit ca. 80 % vorwiegend der β2-Subtyp festgestellt 
werden. Die pKI-Werte von CGP 20712A und ICI 118,551 für hoch- und niederaffine 
Bindungsstellen können der Tabelle 9 entnommen werden. 
 
4.1.4 Rangfolge der pharmakologischen Wirkungsstärke von Isoprenalin, Adrenalin 
und Noradrenalin 
 
Für die weitere Klassifizierung der β-adrenergen Rezeptoren wurden Verdrängungs-
experimente mit drei β-adrenergen Agonisten durchgeführt. Dazu wurden Membran-
suspensionen aus Lungenparenchym, Bronchial- bzw. Trachealepithel mit der darunter 
liegenden glatten Muskulatur mit einer konstanten Konzentration ICYP (80-100 pmol/l) und 
mit steigenden Konzentrationen (-)-Isoprenalin, (-)-Adrenalin und (-)-Noradrenalin inkubiert. 
Die Bindungsaffinitäten für die Agonisten sind in der Tabelle 9 aufgeführt. Die drei β-
adrenergen Agonisten hemmten die ICYP-Bindung in der für den β2-adrenergen Rezeptor 
typischen Reihenfolge Isoprenalin > Adrenalin > Noradrenalin (Abbildung 12) (LANDS et al. 
1967), wodurch bestätigt wurde, dass die in den Verdrängungsexperimenten mit selektiven 
Antagonisten als β2-Subtyp identifizierten Bindungsstellen die Charakteristika eines β2-
Rezeptors aufweisen. Die Verdrängungskurven der drei Agonisten zeigten in allen 
respiratorischen Segmenten einen flachen biphasischen Verlauf (F-Test: P<0,001). Da sowohl 
(-)-Isoprenalin als auch (-)-Adrenalin und (-)-Noradrenalin nicht selektive β-Agonisten sind 
und sie an β1- und β2-adrenerge Rezeptoren mit annähernd gleicher Affinität binden 
(McPHERSON et al. 1985), können diese Bindungsstellen nur zwei unterschiedliche 
Affinitätszustände eines Rezeptortypes repräsentieren (KIH, KIL). Der Anteil der β-adrenergen 
Rezeptoren, die im hochaffinen Zustand vorliegen, wurde mittels nichtlinearer 
Regressionsanalyse berechnet und kann aus der Tabelle 9 entnommen werden. 
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Abbildung 11: Verdrängung der ICYP-Bindung mit dem β1-selektiven Antagonisten CGP 20712A 
und dem β2-selektiven Antagonisten ICI 118,551 an Membranen von Lungenparenchym (A), 
Bronchien (B) und Trachea (C). Membranen wurden mit 80-100 pmol/l ICYP und steigenden 
Konzentrationen der Antagonisten inkubiert. Die spezifische Bindung von ICYP wurde durch 
Subtraktion der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung berechnet. Die 100%ige Bindung 
von ICYP wurde in Abwesenheit von CGP 20712A bzw. ICI 118,551 ermittelt. Die hier gezeigten 
Daten sind Mittelwerte aus je drei (CGP 20712A) bzw. neun (ICI 118,551) Versuchen mit 
Doppelbestimmung. 
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Abbildung 12: Hemmung der ICYP-Bindung durch (-)-Isoprenalin, (-)-Adrenalin und (-)-
Noradrenalin an Membranen von Lungenparenchym (A), Bronchien (B) und Trachea (C). 
Membransuspensionen wurden mit 80-100 pmol/l ICYP und steigenden Konzentrationen der 
genannten Agonisten inkubiert. Die spezifische Bindung von ICYP wurde durch Subtraktion der 
unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung berechnet. Die 100%ige Bindung von ICYP wurde in 
Abwesenheit der Agonisten ermittelt. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je neun 
(Isoprenalin) bzw. drei (Adrenalin, Noradrenalin) Versuchen mit Doppelbestimmung. 
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Tabelle 9: Affinitäten β-adrenerger Agonist- und Antagonistliganden 
   n nH  pKIH  pKIL  RH (%) 
Antagonisten 
(-)-Propranolol 
Lunge  3 0,97  8,9±0,1 
Bronchien 3 0,98  9,1±0,1 
Trachea 3 0,92  9,1±0,1 
(+)-Propranolol 
Lunge  3 0,90  6,5±0,3 
Bronchien 3 1,06  6,9±0,1 
Trachea 3 1,02  7,1±0,1 
CGP 20712A 
Lunge  3 0,22  8,6±0,1  4,6±0,2  21,0±1,5 
Bronchien 3 0,20  8,5±0,4  4,2±0,3  22,9±3,9 
Trachea 3 0,39  8,2±0,2  5,2±0,3  22,2±4,6 
ICI 118,551 
Lunge  9 0,72  8,5±0,1  6,9±0,1  75,5±3,0 
Bronchien 9 0,86  8,6±0,1  6,9±0,3  80,6±3,7 




Lunge  3 0,36  7,0±0,1  4,9±0,1  27,0±2,4 
Bronchien 3 0,21  7,6±0,7  4,2±0,4  22,8±3,5 
Trachea 3 0,39  7,5±0,3  5,1±0,1  30,4±5,4 
(-)-Noradrenalin 
Lunge  3 0,26  6,6±0,2  4,3±0,1  27,5±1,5 
Bronchien 3 0,28  7,1±0,6  3,7±0,8  24,5±5,2 
Trachea 3 0,29  7,3±0,2  4,4±0,1  18,0±4,4 
(-)-Isoprenalin 
Lunge  9 0,54  7,8±0,2  5,9±0,1  33,7±3,3  
Bronchien 9 0,49  7,8±0,3  5,7±0,1  34,1±3,0  
Trachea 9 0,45  8,2±0,3  6,0±0,1  31,5±3,5  
(-)-Isoprenalin 
+ 100 µmol/l GTP 
Lunge  9 0,77    6,1±0,1    
Bronchien 9 0,84    6,0±0,03   
Trachea 9 0,87    5,9±0,1    
Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von n Experimenten. nH = Hill-Koeffizient, pKIH = - log der 
Inhibitionskonstante für hochaffine Bindungsstellen, pKIL = - log der Inhibitionskonstante für 
niederaffine Bindungsstellen, RH = Anteil der Rezeptoren im hochaffinen Zustand. 
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4.1.5 Kopplungseffizienz der β-adrenergen Rezeptoren an G-Protein 
 
Nach dem Model des Ternary Komplexes von DE LEAN et al. (1980) liegen β-adrenerge 
Rezeptoren in Abwesenheit von Guaninnukleotiden für Agonisten in hoch- und niederaffinen 
Zuständen vor, wobei der hochaffine Zustand die Kopplung von Agonist-Rezeptor-Komplex 
an die α-Untereinheit des G-Proteins reflektiert, während beim niederaffinen Zustand keine 
Interaktion mit dem G-Protein stattfindet (SEVERNE et al. 1987). Durch Zugabe von 
Guanosin-5´Triphosphat (GTP) bzw. durch GTP-Analoge wird die Dissoziation der G-
Proteine in ihre Untereinheiten und damit das Abdissoziieren vom Rezeptor gefördert, die 
Rezeptoren gehen in den niederaffinen Zustand über (DE LEAN et al.1980). Die Fähigkeit 
des β-adrenergen Rezeptors an Gs-Protein zu koppeln wurde durch Hemmung der ICYP-
Bindung mit steigenden Isoprenalinkonzentrationen (10-9 bis 10-4 mol/l) in An- und 
Abwesenheit von GTP bestimmt. Wie aus der Abbildung 13 ersichtlich (siehe auch 
Abbildung 12) ist, führte die Verdrängung des ICYP durch (-)-Isoprenalin in Abwesenheit 
von GTP in allen drei Segmenten zu einem biphasischen Kurvenverlauf (F-Test: P<0,001). 
Ca. 35 % der β-adrenergen Rezeptoren befanden sich in allen drei Geweben im hochaffinen 
Zustand (Tabelle 9), so dass diese Rezeptoren potenziell an das funktionell bedeutsame Gs-
Protein koppeln können. Der pKI-Wert für (-)-Isoprenalin an den hochaffinen Rezeptoren 
betrug im Lungenparenchym 7,8 ± 0,2, in den Bronchien 7,8 ± 0,3 und in der Trachea 
8,2 ± 0,3 und an den niederaffinen Bindungsstellen im Lungenparenchym 5,9 ± 0,1, in den 
Bronchien 5,7 ± 0,1 und in der Trachea 6,0 ± 0,1 (Tabelle 9). Nach Zugabe von 100 µmol/l 
GTP, welches das Abdissoziieren des endogenen Gs-Proteins erleichtert, zeigten die 
Isoprenalin-Verdrängungskurven eine Verschiebung nach rechts mit einem monophasischen 
Verlauf (F-Test: P>0,05; Abbildung 13). Rezeptoren im hochaffinen Zustand gingen in den 
niederaffinen Zustand über. Die pKI-Werte des Isoprenalins nach Zugabe von GTP 
entsprachen mit 6,1 ± 0,1 im Lungenparenchym, mit 6,0 ± 0,03 in den Bronchien und mit 
5,9 ± 0,1 in der Trachea annähernd den pKI-Werten der niederaffinen Bindungsstellen in 
Abwesenheit von GTP (Tabelle 9). 
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Abbildung 13: Hemmung der spezifischen ICYP-Bindung durch (-)-Isoprenalin in An- und 
Abwesenheit von 100 µmol/l GTP an Membranen von Lungenparenchym (A), Bronchien (B) und 
Trachea (C). Membranen wurden mit 80-100 pmol/l ICYP und steigender Konzentration 
(-)-Isoprenalin mit oder ohne GTP (100 µmol/l) inkubiert. Gleichzeitig wurde die unspezifische 
Bindung in Gegenwart von 1µmol/l (±)-CGP 12177 bestimmt. Die spezifische Bindung von ICYP 
wurde durch Subtraktion der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung berechnet. Die 100%ige 
Bindung von ICYP wurde in Abwesenheit des Agonisten ermittelt. Die hier gezeigten Daten sind 
Mittelwerte aus je neun Versuchen mit Doppelbestimmung. 




Die zelluläre Wirkung nach Aktivierung β-adrenerger Rezeptoren wird über das AZ-System 
durch Umwandlung von ATP in den „second messenger“ cAMP vermittelt. Veränderungen 
der cAMP-Bildung in einer Zelle spiegeln somit das Kopplungsvermögen des durch den β-
Agonisten über den β-adrenergen Rezeptor stimulierten AZ-Systems wieder. Für die 
Charakterisierung der Aktivität der AZ wurden Membranen aus den drei Segmenten mit 
radioaktiv markiertem ATP inkubiert und die Aktivität des Enzyms unter basalen 
Bedingungen und nach Stimulation mit verschiedenen Substanzen durch Umsatz von ATP in 
cAMP gemessen. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 14 dargestellt (siehe auch Tabelle 
12). Die basale Aktivität der AZ war mit ca. 40 pmol cAMP/mg Protein/min relativ gering 
und ergab in allen drei Geweben annähernd die gleichen Werte. Die Zugabe von GTP 
erleichtert die Dissoziation von Gs-Proteinen und führt somit zur Stimulation des Enzyms. Die 
gebildete cAMP-Menge erhöhte sich im Lungenparenchym auf 58,3 ± 6,0 pmol cAMP/mg 
Protein/min, in den Bronchien auf 91,4 ± 15,7 pmol cAMP /mg Protein/min und in der 
Trachea auf 91,3 ± 12,0 pmol cAMP /mg Protein/min. Durch Inkubation der Membranen mit 
Isoprenalin in Anwesenheit von GTP wird über die Aktivierung der β-adrenergen Rezeptoren 
die gesamt Signalübertragungskaskade initialisiert. In den drei Regionen stieg die Aktivität 
auf das Dreifache der basalen Werte an (Lungenparenchym: 133,7 ± 18,6 pmol cAMP/mg 
Protein/min, Bronchien: 142,0 ± 8,6 pmol cAMP/mg Protein/min, Trachea: 157,7 ± 21,1 pmol 
cAMP/mg Protein/min). Die Stimulation der AZ durch NaF, führte zu annähernd gleichen 
Konzentrationen von cAMP im Lungenparenchym (152,6 ± 26,8 pmol cAMP/mg 
Protein/min), in den Bronchien (160,6 ± 21,2 pmol cAMP/mg Protein/min) und in der 
Trachea (156,4 ± 16,2 pmol cAMP /mg Protein/min) wie nach Stimulation durch Isoprenalin. 
Forskolin aktivierte die AZ direkt durch Bindung am katalytischen Zentrum des Enzyms und 
ist dabei von der Anwesenheit von Gs-Proteinen abhängig. Die Inkubation mit Forskolin 
führte zu einem starken Anstieg der cAMP-Produktion in der Trachea (312,9 ± 52,1 pmol 
cAMP/mg Protein/min) und in den Bronchien (241,6 ± 28,1 pmol cAMP/mg Protein/min), 
während im Lungenparenchym der stimulatorische Effekt mit 81,5 ± 9,0 pmol cAMP/mg 
Protein/min signifikant niedriger war als in den anderen Regionen (Lunge vs. Bronchien, 
P<0,01; Lunge vs. Trachea, P<0,001). Die Verwendung von Mn2+ als Ersatz von Mg2+, 
welches ebenfalls direkt die katalytischen Einheit der AZ aktiviert, erhöhte die cAMP-
Bildung im Gegensatz zu Forskolin nur gering (Lungenparenchym: 54,9 ± 9,6 pmol 
cAMP/mg Protein/min; Bronchien: 55,9 ± 11,0 pmol cAMP/mg Protein/min; Trachea: 
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43,1 ± 8,9 pmol cAMP/mg Protein/min), war jedoch in allen drei Abschnitten signifikant 
höher als die basale Aktivität des Enzyms in Abwesenheit von Mg2+ (P<0,001). 
Vergleicht man die drei Segmente, so ist die Aktivität der AZ nach Inkubation mit den 
verschiedenen Substanzen annähernd gleich. Es treten lediglich signifikante Unterschiede bei 
der Stimulation mit Forskolin auf. Forskolin erhöht in Bronchien und der Trachea die 
Aktivität der AZ am stärksten, während im Lungenparenchym die höchste cAMP-Produktion 

























































Abbildung 14: AZ-Aktivität von Membranen des Lungenparenchyms und des Bronchial- bzw. 
Trachealepithels mit der darunter liegenden glatten Muskulatur unter basalen Bedingungen in An- und 
Abwesenheit von Mg2+, nach Stimulation mit 10 mmol/l GTP, 10 µmol/l (-)-Isoprenalin in 
Anwesenheit von 10 µmol/l GTP (GTP + Iso), 10 µmol/l Forskolin, 10 mmol/l Natriumfluorid (NaF) 
und 10 mmol/l Mn2+ in Abwesenheit von Mg2+. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. aus jeweils 
neun Experimenten in Dreifachbestimmung.  
**P<0,01, ***P<0,001 
58  Ergebnisse 
 
4.2 Das pulmonale β-adrenerge Rezeptor-Gs-Protein-Adenylatzyklase-System bei der 
COB 
 
Zur Beantwortung der Frage, ob bei einer COB Veränderungen im β-adrenergen Rezeptor-Gs-
Protein-AZ-System vorliegen, wurden folgende Kriterien untersucht und mit den Ergebnissen 
der Kontrollgruppe verglichen: 
 Gesamtrezeptorzahl 
 Anteil der Rezeptorsubtypen 
 Kopplungsvermögen an G-Proteine 
 Aktivität der Adenylatzyklase 
 
4.2.1 Gesamtrezeptorzahl bei der COB 
 
Für die Bestimmung der Gesamtrezeptorzahl wurden Membranen des Lungenparenchyms, 
des Bronchial- und Trachealepithels mit der darunter liegenden glatten Muskulatur COB-
kranker Pferde unter den gleichen Bedingungen wie die Membranen der Kontrollgruppe mit 
steigenden Konzentrationen ICYP (5-200 pmol/l) in An- und Abwesenheit von 1 µmol/l 
(±)-CGP 12177 inkubiert. Wie aus der Abbildung 15A und B ersichtlich ist, war die Anzahl 
der β-adrenergen Rezeptoren bei COB-Pferden im Lungenparenchym (P<0,001; Kontrolle vs. 
COB; 496,1 ± 23,4 vs. 333,4 ± 27,1 fmol/mg Protein) und in den Bronchien (P<0,05; 
Kontrolle vs. COB; 155,1 ± 19,6 vs. 90,4 ± 19,0 fmol/mg Protein) signifikant niedriger als in 
der Kontrollgruppe, während in der Trachea keine signifikanten Unterschiede zwischen 
beiden Gruppen beobachtet werden konnten (P>0,05; Kontrolle vs. COB; 79,8 ± 12,6 vs. 
93,9 ± 19,7 fmol/mg Protein; Abbildung 15C).  
Die ICYP-Bindung an Membranen des Lungenparenchyms, des Bronchial- und 
Trachealepithels mit der darunter liegenden glatten Muskulatur von an COB erkrankten 
Pferden, war ebenfalls hochaffin, wobei die Dissoziationskonstanten denen der 
Kontrollgruppe entsprachen (Tabelle 10). Es konnte keine Änderung in der Affinität der 
Rezeptoren für ICYP festgestellt werden. 
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Abbildung 15: Vergleich der spezifischen ICYP-Bindung an Membranen des Lungenparenchyms (A), 
der Bronchien (B) und der Trachea (C) zwischen Kontrollpferden und an COB erkrankten Pferden. 
Die spezifische ICYP-Bindung wurde aus der Differenz von Gesamtbindung und unspezifischer 
Bindung in Anwesenheit von 1 µmol/l (±) CGP 12177 berechnet. Die hier abgebildeten Kurven sind 
Mittelwerte von 11 (Kontrollgruppe) bzw. 9 (COB-Gruppe) Pferden in Doppelbestimmung. 
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Tabelle 10: Gesamtrezeptorzahl β-adrenerger Rezeptoren (Bmax) und Affinität in drei 
Segmenten der Kontrollpferde und der an COB erkrankten Pferde. 
 n Lungenparenchym Bronchien Trachea 






























Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von n Experimenten. 
* P<0,05; *** P<0,001 gesund vs. COB 
 
4.2.2 Anteil der Rezeptorsubtypen bei der COB 
 
Wie in Kapitel 4.1.3 beschrieben, kommen im Respirationstrakt gesunder Pferde ca. 80 % β2- 
und ca. 20 % β1-adrenerge Rezeptoren vor. Zur Überprüfung, ob bei einer COB die 
Verteilung dieser Subtypen verändert ist, wurden Verdrängungsexperimente mit dem β2-
selektiven Antagonisten ICI 118,551 durchgeführt. Die Bindungseigenschaft von ICI 118,551 
an Membranen erkrankter Pferde war mit der der gesunden Tiere vergleichbar (Tabelle 11). 
Es konnte bei COB-Pferden lediglich eine tendenzielle jedoch nicht signifikante Abnahme 
des β2-Subtypes im Lungenparenchym (P=0,14; Kontrolle vs. COB; 75,5 ± 3,0 % vs. 
68,2 ± 3,6 %; Tabelle 11, Abbildung 16) und in den Bronchien (P=0,07; Kontrolle vs. COB; 
80,6 ± 3,7 % vs. 71,5 ± 2,9 %, Tabelle 11, Abbildung 16) festgestellt werden. Dagegen zeigte 






















Abbildung 16: Vergleichende Darstellung des Anteils β2-adrenerger Rezeptoren an Membranen des 
Lungenparenchyms, der Bronchien und der Trachea zwischen der Kontrollgruppe und der COB-
Gruppe. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von jeweils neun Pferden in Doppelbestimmung. 
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4.2.3 Kopplungsvermögen der β-adrenergen Rezeptoren an Gs-Protein bei der COB 
 
Im Respirationstrakt gesunder Pferde liegen ca. 35 % der β-adrenergen Rezeptoren im 
hochaffinen Zustand vor (Kapitel 4.1.5). Als weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit wurde bei 
COB-kranken Pferden in allen drei Segmenten des Respirationstraktes die Kopplungs-
effizienz der β-adrenergen Rezeptoren untersucht, um zu prüfen, ob Veränderungen in den 
Rezeptoraffinitäten beim Krankheitsgeschehen auftreten können. Wie in der Abbildung 17 
und in der Tabelle 11 zusammengestellt, konnten in der Lunge (P<0,05; Kontrolle vs. COB; 
33,7 ± 3,3 % vs. 23,9 ± 2,7 %) und in den Bronchien (P<0,05; Kontrolle vs. COB; 
34,1 ± 3,0 % vs. 24,9 ± 2,0 %) eine signifikante Abnahme des aus Isoprenalin-Verdrängungs-
kurven berechneten Anteils β-adrenerger Rezeptoren im hochaffinen Zustand beobachtet 
werden. Im oberen Atemwegsbereich, d. h. in der Trachea, war im Anteil der hochaffinen 
Rezeptoren zwischen gesunden und COB-kranken Tieren kein Unterschied festzustellen 
(P>0,05; Kontrolle vs. COB; 31,5 ± 3,5 % vs. 29,8 ± 3,3 %). Der Zusatz von 100 µmol/l GTP 
führte in allen drei Segmenten des Respirationstraktes COB-kranker Pferde zu einer 
Verschiebung der hochaffinen Rezeptoren in den niederaffinen Bereich. Der Einfluss von 
GTP auf die Rezeptor-G-Protein-Interaktion war zwischen COB-kranken und gesunden 





















Abbildung 17: Vergleichende Darstellung des Anteils hochaffiner Rezeptoren bei Verdrängungs-
experimenten mit (-)-Isoprenalin in Abwesenheit von GTP an Membranen des Lungenparenchyms, 
der Bronchien und der Trachea zwischen der Kontroll- und der COB-Gruppe. Die Ergebnisse sind 
Mittelwerte ± S.E.M. von jeweils neun Pferden in Doppelbestimmung. 




Tabelle 11: Affinitäten β-adrenerger Agonist- und Antagonistliganden im Respirationstrakt der Kontroll- und COB-Pferde. 
      Kontrolle       COB     
    nHill pKIH   pKIL    RH (%)   nHill pKIH    pKIL   RH (%) 
β2-selektiver Antagonist 
ICI 118,551 
Lungenparenchym 0,72 8,5±0,1  6,9±0,1  75,5±3,0  0,73 8,7±0,1  7,2±0,1  68,2±3,6 
Bronchien  0,86 8,6±0,1  6,9±0,3  80,6±3,7  0,72 9,0±0,1  7,2±0,2  71,5±2,9 
Trachea  0,84 8,7±0,04 6,9±0,1  84,8±3,3  0,77 8,8±0,1  7,0±0,1  83,1±1,8 
nicht-selektiver Agonist 
(-)-Isoprenalin 
Lungenparenchym 0,54 7,8±0,2  5,9±0,1  33,7±3,3  0,64 7,9±0,2  6,0±0,1  23,9±2,7* 
Bronchien  0,49 7,8±0,3  5,7±0,1  34,1±3,0  0,49 8,5±0,3  6,3±0,1  24,9±2,0* 
Trachea  0,45 8,2±0,3  6,0±0,1  31,5±3,5  0,48 8,4±0,3  6,0±0,1  29,8±3,3 
(-)-Isoprenalin + 100 µM GTP 
Lungenparenchym 0,77   6,1±0,1     0,81   6,0±0,04  
Bronchien  0,84   6,0±0,03    0,81   6,4±0,1  
Trachea  0,87   5,9±0,1     0,77   6,1±0,1 
Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von je neun Experimenten. nH = Hill-Koeffizient, pKIH = - log der Inhibitionskonstante für hochaffine Bindungsstellen, 
pKIL = - log der Inhibitionskonstante für niederaffine Bindungsstellen, RH = Anteil der Rezeptoren im hochaffinen Zustand. 
* P<0,05 gesund vs. COB 
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4.2.4 Aktivität der pulmonalen Adenylatzyklase bei der COB 
 
Als weiterer wichtiger Punkt in dieser Studie wurde die Aktivierbarkeit des 
membranständigen Enzyms AZ – als wesentliche Komponente der Signalübertragungs-
kaskade des β-adrenergen Rezeptorsystems – überprüft und untersucht, ob bei der COB die 
intrazelluläre cAMP-Bildung über die AZ-Aktivierbarkeit beeinflusst ist. In der ohne Zusatz 
eines stimulierenden Substrates gemessenen Aktivität der AZ („Basal“) war zwischen COB-
kranken und gesunden Tieren in allen drei Segmenten kein Unterschied festzustellen 
(Abbildung 18, Tabelle 12). Darüber hinaus konnte bei der COB nach Zusatz von GTP, 
Forskolin, NaF oder Mn2+ keine von gesunden Tieren verschiedene Stimulierbarkeit der 
cAMP-Bildung gezeigt werden. Allerdings war die nach direkter Stimulation der β-
adrenergen Rezeptoren mit Isoprenalin ermittelte AZ-Aktivität in der Lunge (P<0,05; 
Kontrolle vs. COB; 133,7 ± 18,6 vs. 74,9 ± 11,9 pmol cAMP/mg Protein/min) und in den 
Bronchien (P<0,05; Kontrolle vs. COB; 141,0 ± 8,6 vs. 101,4 ± 14,8 pmol cAMP/mg 
Protein/min) signifikant vermindert, wobei in der Trachea die Aktivierbarkeit unverändert 
blieb. 


























































































































































Abbildung 18: Vergleichende Darstellung der AZ-Aktivität zwischen gesunden und an COB 
erkrankten Pferden im Lungenparenchym (A), in den Bronchien (B) und der Trachea (C). Die cAMP-
Bildung wurde unter basalen Bedingungen in An- und Abwesenheit von Mg2+ (-Mg) sowie nach 
Stimulation mit 10 µmol/l GTP, 10 µmol/l (-)-Isoprenalin + 10 µmol/l GTP (GTP+Iso), 10 µmol/l 
Forskolin, 10 mmol/l Natriumfluorid (NaF) und 10 mmol/l Mn2+ gemessen. Die Ergebnisse sind 
Mittelwerte ± S.E.M. von jeweils neun Experimenten in Dreifachbestimmung. 
*P<0,05 gesund vs. COB 
 
 
Tabelle 12: AZ-Aktivität im Respirationstrakt gesunder und COB-kranker Pferde 
    Lungenparenchym    Bronchien     Trachea   
   Kontrolle  COB   Kontrolle   COB   Kontrolle  COB  
                  (pmol cAMP/mg Protein/min) 
Basal (+Mg2+)  40,8±9,5  37,0±6,7  39,6±7,5  38,2±6,5  43,7±8,8  45,6±8,0 
GTP   58,3±6,0  53,1±11,8  91,4±15,7  84,2±16,9  91,3±12,0  102,3±17,7 
GTP + Isoprenalin 133,7±18,6  74,9±11,9*  142,0±8,6  101,4±14,8*  157,7±21,1  168,5±23,9 
Forskolin  81,5±9,0  75,4±10,1  241,6±28,1  259,1±41,2  312,9±52,1  380,9±54,2 
NaF   152,6±26,8  139,6±12,6  160,6±21,2  181,8±21,7  156,4±16,2  171,9±29,7 
Basal (-Mg2+)   5,3±1,7   7,9±3,9   6,9±2,5   4,1±3,5   4,1±1,4   5,0±3,2 
Mn2+   54,9±9,6  41,5±7,4  55,9±11,0  37,2±6,0  43,1±8,9  30,1±4,1 
Vergleich der AZ-Aktivität unter basalen Bedingungen mit und ohne Magnesium (-Mg2+) im Inkubationspuffer, nach Stimulation mit 10 µmol/l GTP, 10 µmol/l 
Isoprenalin + 10 µmol/l GTP, 10 µmol/l Forskolin, 10 mmol/l Natriumfluorid (NaF) und Mangan (Mn2+). 
*P<0,05 gesund vs. COB 
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4.3 Profil der muskarin-cholinergen Rezeptoren im Respirationstrakt gesunder Pferde 
 
Die Charakterisierung der muskarin-cholinergen Rezeptoren erfolgte nach dem gleichen 
Prinzip wie für β-adrenerge Rezeptoren beschrieben. An Membranen der drei Segmente 
(Lungenparenchym, Bronchial- bzw. Trachealepithel mit der darunter liegenden glatten 
Muskulatur) wurden folgende Kriterien untersucht: 
 Gesamtrezeptorzahl 
 Subtypisierung muskarin-cholinerger Rezeptoren 
 Kopplungseffizienz an heterotrimere G-Proteine 




Die Anzahl muskarin-cholinerger Rezeptoren wurde aus Sättigungsexperimenten mit dem 
Radioliganden [3H]-N-Methylscopolamin (sechs Konzentrationen von 0,5-8,5 nmol/l) 
ermittelt. Die Berechnung der spezifischen Bindung erfolgte analog zu den β-adrenergen 
Rezeptoren durch Subtraktion der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung. Die 
unspezifische Bindung des Radioliganden wurde durch Inkubation in Anwesenheit von 
1 µmol/l Atropin bestimmt. Abbildung 19 zeigt die konzentrationsabhängige Beziehung 
zwischen Gesamtbindung, spezifischer und unspezifischer Bindung von [3H]-NMS. Während 
Gesamtbindung und unspezifische Bindung mit zunehmender [3H]-NMS-Konzentration stetig 
anstiegen und nicht sättigbar waren, zeigte die spezifische Bindung einen asymptotischen 
Verlauf und erreichte an Membranen des Lungenparenchyms zwischen 2-4 nmol/l und an 
Membranen des Bronchial- bzw. Trachealepithels mit der darunter liegenden glatten 
Muskulatur zwischen 4-5 nmol/l ein Plateau. 
Die maximale Rezeptorzahl (Bmax) und die Dissoziationskonstante (KD) wurden aus der 
spezifischen Bindung mittels iterativer nichtlinearer Regressionsanalyse berechnet 
(Abbildung 20A). Zusätzlich wurden die Daten der spezifischen Bindung mittels linearer 
Regressionsanalyse nach SCATCHARD (1949) transformiert und ebenfalls die Bmax und KD 
ermittelt (Abbildung 20B). Hierbei ergab sich kein wesentlicher Unterschied zwischen den 
beiden Berechnungsmethoden hinsichtlich Bmax und KD. Die Bindung von [3H]-NMS war in 
allen drei Segmenten hochaffin mit Dissoziationskonstanten von 1,6 ± 0,7 nmol/l im 
Lungenparenchym, 1,9 ± 0,3 nmol/l in den Bronchien und 1,7 ± 0,2 nmol/l in der Trachea. 
Ergebnisse  67 
 





































































































Abbildung 19: Repräsentative Sättigungsexperimente mit [3H]-NMS an Membranen von Lungen-
parenchym (A), Bronchien (B) und Trachea (C). Membranen wurden mit steigenden Konzentrationen 
von [3H]-NMS (0,5-8,5 nmol/l) in Abwesenheit (Gesamtbindung; GB) und Anwesenheit von 1 µmol/l 
Atropin (unspezifische Bindung; UB) inkubiert. Die spezifische Bindung (SB) ergibt sich aus der 
Differenz der Gesamtbindung und unspezifischen Bindung. 
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An Membranen des Lungenparenchyms wurde mit einer Bmax von 22,2 ± 2,9 fmol/mg Protein 
die niedrigste Rezeptordichte beobachtet. Die maximale Rezeptorzahl des bronchialen 
Gewebes betrug 438,3 ± 48,1 fmol/mg Protein und war damit signifikant höher (P<0,001) als 
im Lungenparenchym. Die höchste Rezeptordichte wurde an Membranen des Tracheal-
epithels mit der darunter liegenden glatten Muskulatur festgestellt (P<0,001; Lunge vs. 
Trachea: 22,2 ± 2,9 vs. 720,1 ± 59,6 fmol/mg Protein; P<0,001; Bronchien vs. Trachea: 
438,3 ± 48,1 vs. 720,1 ± 59,6 fmol/mg Protein). Damit ergab sich im equinen Respirations-
trakt folgende Reihenfolge der Anzahl muskarin-cholinerger Rezeptoren: Lungenparenchym 
<<< Bronchien < Trachea (Abbildung 20). 
 
A       B 
 
Abbildung 20: Spezifische [3H]-NMS-Bindung und deren Transformation nach Scatchard (1949) an 
Membranen von Lungenparenchym (▼), Bronchien (▲) und Trachea (■). Die hier gezeigten Daten 
sind Mittelwerte aus je 11 Versuchen mit jeweils Doppelbestimmung. A: Spezifische Bindung von 
[3H]-NMS in Abhängigkeit von der Konzentration. Die spezifische Bindung wurde durch Subtraktion 
der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung berechnet. B: Transformation der spezifischen 
Bindung nach Scatchard (spezifische [3H]-NMS -Bindung/freies [3H]-NMS vs. spezifische Bindung). 
Der Schnittpunkt auf der x-Achse entspricht der maximalen Rezeptorzahl (Bmax). Die Linearität der 
Geraden zeigte das Vorhandensein einer homogenen Rezeptorpopulation. Die Dissoziationskonstanten 
(KD) wurden aus der Steigung der Geraden ermittelt. 
 
4.3.2 Subtypisierung muskarin-cholinerger Rezeptoren 
 
Für die Bestimmung, welche muskarin-cholinergen Rezeptorsubtypen im equinen Respira-
tionstrakt exprimiert werden, wurden Verdrängungsexperimente mit nicht-selektiven und 
schwach-selektiven Antagonisten im Lungenparenchym, Bronchial- und Trachealepithel mit 
der darunter liegenden glatten Muskulatur durchgeführt. Abbildung 21 zeigt die 
Verdrängungskurven für die Antagonisten, und in der Tabelle 13 sind die Affinitäten (pKI-
Werte) bzw. der Anteil hochaffiner Bindungsstellen dargestellt. Die nicht-selektiven 
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Antagonisten Atropin und Scopolamin verdrängten [3H]-NMS mit hoher Affinität und einem 
monophasischen Kurvenverlauf (Hill≈1,0; F-Test: P>0,05). Die vorwiegend M1-selektiven 
Antagonisten Pirenzepin (PERALTA et al. 1987) und Telenzepin (KAWASHIMA et al. 
1990) zeigten an Membranen des Lungenparenchyms flache biphasische Kurvenverläufe (F-
Test: P<0,01) mit einem Anteil hochaffiner Bindungsstellen von 23 bzw. 28 %, während im 
Bronchial- und Trachealgewebe der Kurvenverlauf für beide Antagonisten monophasisch 
ausfiel (F-Test: P>0,05). Dabei verdrängten Pirenzepin und Telenzepin [3H]-NMS mit 
Inhibitionskonstanten, die ungefähr denjenigen der niederaffinen Bindungsstellen des 
Lungenparenchyms entsprachen. Es kann somit angenommen werden, dass im Lungen-
parenchym nicht jedoch in Bronchien und in der Trachea der M1-Subtyp exprimiert wird. Der 
vorwiegend M2-selektive Antagonist Methoctramin (WESS et al. 1988) und der vorwiegend 
M2-/M4-selektive Antagonist Himbacin (DORJE et al. 1991, MILLER et al. 1992) zeigten in 
allen drei Geweben biphasische Kurvenverläufe (F-Test: P<0,05). Im Lungenparenchym 
wurde sowohl durch Himbacin als auch durch Methoctramin ein Anteil hochaffiner 
Bindungsstellen von etwa 50 % ermittelt, wobei es sich hierbei um M2- oder M4-Rezeptoren 
handeln könnte. In den Bronchien und der Trachea betrug der Anteil hochaffiner Bindungs-
stellen für Himbacin ca. 78 bzw. 66 % und für Methoctramin 87 bzw. 91 %. Der vorwiegend 
M3-selektive Antagonist 4-DAMP (CEMBALA et al. 1998) verdrängte in allen drei Geweben 
[3H]-NMS ebenfalls mit einem biphasischen Kurvenverlauf (F-Test: P<0,05), wobei ein 
Anteil hochaffiner, vermutlich dem M3-Subtyp entsprechender Bindungsstellen für 4-DAMP 
von ca. 40 % im Lungenparenchym, 15 % in den Bronchien und 23 % in der Trachea 
berechnet wurde. Der vorwiegend M4-selektive Antagonist Tropicamid (LAZARENO und 
BIRDSALL 1993, LAZARTIGUES et al. 1999) verdrängte sowohl im Lungenparenchym als 
auch in Bronchien und in der Trachea [3H]-NMS nur mit niedriger Affinität. Mamba-Toxin 3 
als hoch selektiver M4-Antagonist führte in den verwendeten Konzentrationen zu keiner 
Hemmung der [3H]-NMS-Bindung in den drei Segmenten, so dass ein Vorhandensein des M4-
Subtyps ausgeschlossen werden kann. Die hochaffinen Bindungsstellen von Methoctramin 
und Himbacin entsprechen somit wahrscheinlich dem M2-Subtyp. Zusammengefasst scheinen 
im Lungenparenchym drei muskarin-cholinerge Rezeptorsubtypen in der Besetzungsdichte 
M2 > M3 > M1 und in den Bronchien und der Trachea zwei Subtypen M2 >> M3 exprimiert zu 
werden. 
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Abbildung 21: Hemmung der [3H]-NMS-Bindung durch Atropin, Scopolamin, Pirenzepin, 
Telenzepin, Himbacin, Methoctramin, 4-DAMP und Tropicamid an Membranen von 
Lungenparenchym (A), Bronchien (B) und Trachea (C). Membransuspensionen wurden mit 3 nmol/l 
[3H]-NMS und steigenden Konzentrationen der genannten unmarkierten Antagonisten inkubiert. Die 
spezifische Bindung von [3H]-NMS wurde durch Subtraktion der unspezifischen Bindung von der 
Gesamtbindung berechnet. Die 100%ige Bindung von [3H]-NMS wurde in Abwesenheit der 
Antagonisten ermittelt. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je neun (Pirenzepin, 
Methoctramin, 4-DAMP) bzw. drei (Atropin, Scopolamin, Telenzepin, Himbacin, Tropicamid) 
Versuchen mit Doppelbestimmung. 
 
 
Tabelle 13: Affinitäten muskarin-cholinerger Antagonisten.  
    Lungenparenchym    Bronchien     Trachea  
  n nH pKIH pKIlL RH (%)   Hill pKIH pKIlL RH (%)   Hill pKIH pKIlL RH (%) 
Atropin  3 1,48  8,3     0,88 8,3     0,96  8,3 
    ±0,2      ±0,02      ±0,02 
Scopolamin 3 0,89  8,9     0,93  8,9     0,92  8,8 
    ±0,1      ±0,02      ±0,1 
Pirenzepin 9 0,59  8,0  5,6  23,6   0,97   5,6    0,90   5,6 
    ±0,4 ±0,2 ±9,5      ±0,1       ±0,04 
Telenzepin 3 0,72  8,3  6,7  28,8   0,88   7,0    0,89   7,0 
    ±0,3 ±0,2 ±12,8     ±0,05      ±0,04 
Himbacin  3 0,73  8,1  6,7  50,5   0,79  7,7  6,4  77,6   0,71  7,9  6,6  65,8 
    ±0,6 ±0,3 ±19,9    ±0,1 ±0,1 ±9,4    ±0,1 ±0,1 ±6,3 
Methoctramin 9 0,61  8,4  6,2  50,7   0,86  7,3  5,6  86,9   0,93  7,1 5,1 90,5 
     ±0,4 ±0,1 ±9,0    ±0,1 ±0,4 ±4,8    ±0,1 ±0,2 ±2,9 
4-DAMP 9 0,71  8,5  6,7  40,3   0,80  8,9  7,0  14,5   0,79  8,9  7,1  22,6 
    ±0,3 ±0,2 ±6,8    ±0,3 ±0,1 ±5,7    ±0,3 ±0,1 ±6,0 
Tropicamid 3 0,89   6,6    1,05   6,6    0,95   6,6 
     ±0,1      ±0,04      ±0,03 
MT-3  3   <6,0      <5,5      <5,5 
Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von n Experimenten. nH = Hillkoeffizient, pKIH = - log der Inhibitionskonstante für hochaffine Bindungsstellen, pKIL = - 
log der Inhibitionskonstante für niederaffine Bindungsstellen, RH = Anteil hochaffiner Rezeptoren 
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4.3.3 Kopplungsvermögen der muskarin-cholinergen Rezeptoren an heterotrimere 
G-Proteine 
 
Wie auch bei den β-adrenergen Rezeptoren treten muskarin-cholinerge Rezeptoren gegenüber 
Agonisten in zwei Affinitätszuständen auf, wobei hochaffine Rezeptoren an G-Proteine 
gekoppelt sind. Das Kopplungsvermögen der muskarin-cholinergen Rezeptoren wurde an 
Membranen des Lungenparenchyms, des Bronchial- und Trachealepithels mit der darunter 
liegenden glatten Muskulatur durch Verdrängungsexperimente mit [3H]-NMS (3 nmol/l) und 
dem muskarin-cholinergen Agonisten Carbachol (10-9 bis 10-4 mol/l) in An- und Abwesenheit 
von 100 µmol/l GTP bestimmt. Die Carbacholverdrängungskurven in Abwesenheit von GTP 
zeigten in allen drei Geweben einen flachen, biphasischen Kurvenverlauf (F-Test: P<0,001; 
Abbildung 22). Der mittels nichtlinearer Regressionsanalyse berechnete Anteil hochaffiner, 
d. h. an G-Protein gekoppelter, Rezeptoren lag im Lungenparenchym bei 36,8 ± 4,4 %, in den 
Bronchien bei 31,5 ± 3,0% und in der Trachea bei 33,5 ± 2,6 %. Die Affinität der Rezeptoren 
für Carbachol ist in Tabelle 14 zusammengestellt. Nach Zugabe von GTP wurden die 
biphasischen Carbacholverdrängungskurven in monophasische mit niederer Affinität 
umgewandelt (F-Test: P>0,05; Abbildung 22), dabei entsprachen die pKI-Werte für Carbachol 
denen für die niederaffinen Rezeptoren in Abwesenheit von GTP (Tabelle 14). 
 
Tabelle 14: Affinität des muskarin-cholinergen Agonisten Carbachol 
   n nH  pKIH  pKIL  RH (%) 
(-)-Carbachol 
Lunge  9 0,37  7,6±0,2  4,7±0,2  36,8±4,4  
Bronchien 9 0,33  7,2±0,3  5,1±0,2  31,5±3,0  
Trachea 9 0,32  6,6±0,1  4,4±0,1  33,5±2,6  
(-)-Carbachol 
+ 100 µmol/l GTP 
Lunge  9 0,70    5,1±0,2    
Bronchien 9 0,67    4,7±0,1   
Trachea 9 0,67    4,7±0,1    
Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von n Experimenten. nH = Hillkoeffizient, pKIH = - log der 
Inhibitionskonstante für hochaffine Bindungsstellen, pKIL = - log der Inhibitionskonstante für 
niederaffine Bindungsstellen, RH = Anteil hochaffiner Rezeptoren 
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Abbildung 22: Hemmung der [3H]-NMS-Bindung durch Carbachol in An- und Abwesenheit von  
1 µmol/l GTP an Membranen von Lungenparenchym (A), Bronchien (B) und Trachea (C). 
Membransuspensionen wurden mit 3 nmol/l [3H]-NMS und steigender Konzentration Carbachol mit 
oder ohne GTP (100 µmol/l) inkubiert. Gleichzeitig wurde die unspezifische Bindung in Gegenwart 
von 1µmol/l Atropin bestimmt. Die spezifische Bindung von [3H]-NMS wurde durch Subtraktion der 
unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung berechnet. Die 100%ige Bindung von [3H]-NMS 
wurde in Abwesenheit von Agonisten ermittelt. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je neun 
Versuchen mit Doppelbestimmung. 
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4.3.4 Hemmung der Adenylatzyklase durch muskarin-cholinerge Rezeptoren 
 
Muskarin-cholinerge Rezeptoren vom M2-Subtyp vermitteln ihre signalübertragende Wirkung 
über Gi/o-Proteine, wobei die Bildung des „second messengers“ cAMP durch das Enzym AZ 
gehemmt wird. Die Funktion dieses Systems wurde überprüft, indem Membranen der drei 
Segmente mit 10 µmol/l Isoprenalin und 10 µmol/l GTP in An- und Abwesenheit von 
1 mmol/l Carbachol inkubiert und die gebildete cAMP-Menge gemessen wurde. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengestellt. Carbachol war in der Lage die Aktivität des 
mit Isoprenalin und GTP vorstimulierten Enzyms in allen drei Segmenten zu verringern. Die 
Menge an gebildetem cAMP pro Minute und mg Protein verringerte sich durch 1 mmol/l 
Carbachol auf 78,3 ± 5,5 % im Lungenparenchym, auf 72,1 ± 6,9 % in den Bronchien und auf 
51,2 ± 8,6 % in der Trachea der nach Stimulation mit Isoprenalin und GTP gebildeten Menge. 
Damit war der inhibitorische Effekt von Carbachol im Lungenparenchym signifikant 
niedriger als in der Trachea (P<0,05), während zwischen Bronchien und Lungenparenchym 
bzw. Bronchien und Trachea keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden konnten. 
 
Tabelle 15: Einfluss von Carbachol auf die Aktivität der Isoprenalin + GTP-stimulierten AZ 
  n Basal   Iso+GTP  Iso+GTP+Carb 
   (pmol/mg/min)  (pmol/mg/min)  (pmol/mg/min) 
Lunge  9 46,3±12,6  90,5±9,8  65,6±12,5 
Bronchien 9 39,0±10,1  101,4±16,5  64,1±18,3 
Trachea 9 45,8±10,0  90,7±10,9  50,1±12,1 
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von n Experimenten. Sie stellen jeweils die Aktivität des 
Enzyms gemessen an der Bildung von cAMP nach Abzug der basalen Aktivität dar. Iso = Isoprenalin, 
Carb = Carbachol 
 
4.3.5 Aktivität der Phospholipase C 
 
Die Signalskaskade der muskarin-cholinergen Rezeptoren vom M1- und M3-Subtyp wird 
vorwiegend über Gq/11-Proteine vermittelt, die durch Stimulation des Enzyms PLC zur 
Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIP2) in die „second messenger“ 
Inositoltriphosphat und Diacylglycerol führt. Änderungen in der „second messenger“-Bildung 
widerspiegeln mögliche Dysfunktionen dieses Systems. Für die Charakterisierung der 
Signalübertragungskaskade wurde an Membranen von Lungenparenchym, Bronchial- und 
Trachealepithel mit der darunter liegenden glatten Muskulatur die Hydrolyse von [3H]-PIP2 
unter basalen Bedingungen bzw. nach Stimulation mit verschiedenen Substanzen gemessen. 
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Inkubation mit dem stabilen GTP-Analogon GTPγS führte zu einer [3H]-PIP2-Hydrolyse von 
5,8 ± 1,1 fmol/mg Protein/min im Lungenparenchym, 9,5 ± 1,6 fmol/mg Protein/min in den 
Bronchien und 6,4 ± 1,1 fmol/mg Protein/min in der Trachea. Der Agonist Carbachol erhöhte 
via M1/3-Rezeptoren in Anwesenheit von GTPγS die Hydrolyse auf 12,4 ± 3,5 fmol/mg 
Protein/min im Lungenparenchym, auf 12,5 ± 2,5 fmol/mg Protein/min in den Bronchien und 
auf 11,2 ± 3,0 fmol/mg Protein/min in der Trachea. Die höchste Aktivität des Enzyms wurde 
in den Bronchien (16,9 ± 2,4 fmol/mg Protein/min) und der Trachea (19,4 ± 3,4 fmol/mg 
Protein/min) nach Stimulation mit Natriumfluorid gemessen, während im Lungenparenchym 
mit 15,1 ± 2,7 fmol/mg Protein/min zwischen Natriumfluorid und Carbachol kein signifi-
kanter Unterschied in der Aktivität der Phospholipase C beobachtet werden konnte. Die 



































Abbildung 23: Aktivität der PLC an Membranen des Lungenparenchyms, der Bronchien und Trachea. 
Es ist die Menge hydrolysiertes 3H-PIP2 nach Stimulation mit 5 µmol/l GTPγS, 1 mmol/l Carbachol in 
Anwesenheit von 5 µmol/l GTPγS und 10 mmol/l Natriumfluorid (NaF) nach Abzug des Basalwertes 
dargestellt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von jeweils sechs Experimenten. 
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4.4 Das pulmonale muskarin-cholinerge-System bei der COB 
 
Wie auch für die β-adrenergen Rezeptoren beschrieben, wurden pulmonale muskarin-
cholinerge Rezeptoren auf eventuelle Veränderungen bei der COB im Vergleich zu gesunden 
Pferden überprüft. Es wurden folgende Kriterien untersucht und mit den Ergebnissen der 
Kontrollgruppe verglichen:  
 Gesamtrezeptorzahl 
 Subtypen muskarin-cholinerger Rezeptoren 
 Kopplungsvermögen an G-Proteine 
 Adenylatzyklase-Aktivität 
 Aktivität der Phospholipase C 
 
4.4.1 Gesamtrezeptorzahl muskarin-cholinerger Rezeptoren bei der COB 
 
Die Anzahl muskarin-cholinerger Rezeptoren von an COB erkrankten Pferden wurde aus 
Sättigungsexperimenten mit [3H]-NMS bestimmt (Kapitel 3.3.4). Die spezifische [3H]-NMS-
Bindung an Membranen des Lungenparenchyms, des Bronchial- und Trachealepithels mit der 
darunter liegenden glatten Muskulatur von an COB erkrankten Pferden war ebenfalls 
hochaffin und sättigbar wie in der Kontrollgruppe. Im Lungenparenchym konnte tendenziell 
eine Abnahme der Dichte muskarin-cholinerger Rezeptoren festgestellt werden, die mit 
P=0,053 knapp über der festgelegten Signifikanzgrenze von P<0,05 lag (P=0,053; Kontrolle 
vs. COB; 22,2±2,9 vs. 15,1±1,3 fmol/mg Protein). Es konnte kein Unterschied in der Dichte 
muskarin-cholinerger Rezeptoren in den Bronchien und der Trachea beobachtet werden. Die 
Affinität der Rezeptoren für [3H]-NMS war in allen drei Geweben annähernd gleich. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle 16 und in der Abbildung 24 zusammengestellt. 
 
Tabelle 16: Gesamtrezeptorzahl und Affinität muskarin-cholinerger Rezeptoren (Bmax) in drei 
Segmenten des Respirationstraktes bei Kontroll- und COB-Pferden. 
 n Lungenparenchym Bronchien Trachea 






























Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von n Experimenten. 
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Abbildung 24: Vergleich der spezifischen [3H]-NMS-Bindung an Membranen von Lungenparenchym 
(A), Bronchien (B) und Trachea (C) zwischen Kontrollpferden und an COB erkrankten Pferden. Die 
spezifische [3H]-NMS-Bindung wurde aus der Differenz von Gesamtbindung und unspezifischer 
Bindung in Anwesenheit von 1 µmol/l Atropin berechnet. Die hier gezeigten Kurven sind Mittelwerte 
von 11 (Kontrollgruppe) bzw. 9 (COB-Gruppe) Pferden in Doppelbestimmung. 
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4.4.2 Verteilung muskarin-cholinerger Subtypen bei der COB 
 
Im Respirationstrakt gesunder Pferde konnten drei Subtypen muskarin-cholinerger 
Rezeptoren nachgewiesen werden (Kapitel 4.3.2). Im Weiteren wurde untersucht, ob es bei 
der COB zu einer Änderung des Verhältnisses der Subtypen zueinander kommt. Dazu wurden 
mit Membranen der erkrankten Pferde aus den drei Segmenten des Respirationstraktes 
Verdrängungsexperimente mit den Antagonisten Pirenzepin (vorwiegend M1-selektiv), 
Methoctramin (vorwiegend M2-selektiv) und 4-DAMP (vorwiegend M3-selektiv) durch-
geführt. Wie aus der Tabelle 17 ersichtlich wird, wurden  bei COB-Pferden in keinem der drei 
Segmente signifikante Veränderungen in der Affinität der Antagonisten bzw. ihrem Anteil 
hochaffiner Bindungsstellen beobachtet. 
 
4.4.3 Kopplungsvermögen muskarin-cholinerger Rezeptoren an G-Proteine bei der 
COB 
 
Im gesunden Respirationstrakt von Pferden befinden sich ca. 35 % der muskarin-cholinergen 
Rezeptoren im hochaffinen, d. h. an die α-Untereinheit des G-Proteins gekoppelten Zustand. 
Um eine mögliche Dysfunktion der muskarin-cholinergen Rezeptoren für die Kopplung an G-
Proteine auszuschließen, wurden Verdrängungsexperimente mit Carbachol in An- und 
Abwesenheit von 100 µmol/l GTP an Membranen von Lungenparenchym, Bronchial- und 





















Abbildung 25: Vergleichende Darstellung des Anteils hochaffiner Rezeptoren, die aus Carbachol-
Verdrängungskurven berechnet wurden, zwischen der Kontroll- und der COB-Gruppe. Die Ergebnisse 
sind Mittelwerte ± S.E.M. von jeweils neun Pferden in Doppelbestimmung. 
 
 
Tabelle 17: Affinitäten muskarin-cholinerger Antagonisten und des Agonisten Carbachol im Respirationstrakt der Kontroll- und COB-Pferde  
      Kontrolle       COB     
    nH KIH (nM)  KIL (nM)  RH (%)   nH KIH (nM)  KIL (nM)  RH (%) 
Antagonisten 
Pirenzepin 
Lungenparenchym 0,59 8,0±0,4  5,6±0,2  23,6±9,5  0,57 8,8±0,4  5,5±0,1  20,6±3,9 
Bronchien  0,97   5,6±0,1     0,85   5,9±0,1 
Trachea  0,90   5,6±0,04    0,85   5,7±0,1 
Methoctramin 
Lungenparenchym 0,61 8,4±0,4  6,2±0,1  50,7±9,0  0,64 7,8±0,3  5,5±0,1  41,9±6,5 
Bronchien  0,86 7,3±0,1  5,6±0,4  86,9±4,8  0,88 7,3±0,1  5,9±0,3  89,1±3,2 
Trachea  0,93 7,1±0,1  5,1±0,2  90,5±2,9  0,83 7,6±0,3  5,4±0,2  79,3±8,4 
4-DAMP 
Lungenparenchym 0,71 8,5±0,3  6,7±0,2  40,3±6,8  0,62 9,2±0,3  6,9±0,2  36,7±5,7 
Bronchien  0,80 8,9±0,3  7,0±0,1  14,5±5,7  0,77 8,5±0,1  7,2±0,1  27,8±7,1 
Trachea  0,79 8,9±0,3  7,1±0,1  22,6±6,0  0,84 9,4±0,4  7,4±0,1  13,6±5,0 
Agonist 
Carbachol 
Lungenparenchym 0,37 7,6±0,2  4,7±0,2  36,8±4,4  0,32 7,4±0,2  4,8±0,2  35,8±3,8 
Bronchien  0,33 7,2±0,3  5,1±0,2  31,5±3,0  0,27 7,5±0,3  4,6±0,1  31,7±2,6 
Trachea  0,32 6,6±0,1  4,4±0,1  33,5±2,6  0,37 6,8±0,2  4,3±0,04 36,5±2,3 
Carbachol + 100 µmol/l GTP 
Lungenparenchym 0,70   5,1±0,2     0,84   5,2±0,1  
Bronchien  0,67   4,7±0,1     0,62   4,8±0,1 
Trachea  0,67   4,7±0,1     0,64   4,8±0,1 
Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von jeweils neun Experimenten. nH = Hill-Koeffizient, pKIH = - log der Inhibitionskonstante für hochaffine 
Bindungsstellen, pKIL = - log der Inhibitionskonstante für niederaffine Bindungsstellen, RH = Anteil der Rezeptoren im hochaffinen Zustand 
79
80  Ergebnisse 
 
Wie aus der  und der Tabelle 17 ersichtlich wird, konnten weder in der Lunge, noch in den 
Bronchien oder der Trachea signifikante Unterschiede im Anteil hochaffiner Rezeptoren bzw. 
in den Affinitäten für Carbachol zwischen kranken und gesunden Pferden beobachtet werden. 
Der Zusatz von 100 µmol/l GTP führte in allen drei Segmenten des Respirationstraktes COB-
kranker Pferden zu einer Verschiebung der hochaffinen Rezeptoren in den niederaffinen 
Bereich. Der Einfluss von GTP auf die Rezeptor-G-Protein-Interaktion war zwischen COB-
kranken und gesunden Pferden nahezu identisch (Tabelle 17). 
 
4.4.4 Hemmung der Adenylatzyklase durch muskarin-cholinerge Rezeptoren bei der 
COB 
 
Zur Prüfung der Fragestellung, ob eventuell bei der chronisch obstruktiven Bronchitis eine 
Dysfunktion des M2-Subtypes auftritt, wurde der inhibitorische Effekt des muskarin-cholin-
ergen Agonisten Carbachol auf die durch Isoprenalin und GTP stimulierte AZ-Aktivität 
gemessen und mit dem der Kontrollgruppe verglichen. Wie in Abbildung 26 zu sehen ist, 
konnten keine signifikanten Unterschiede in der hemmenden Wirkung des Carbachols 
festgestellt werden. Die Menge an cAMP, die nach Stimulation mit 10 µmol/l Isoprenalin und 
10 µmol/l GTP gebildet wurde, verringerte sich auch bei der COB durch 1 mmol/l Carbachol 
auf 75,0 ± 5,6 % im Lungenparenchym, 77,5 ± 3,2 % in den Bronchien und 60,5 ± 6,7 % in 




















Abbildung 26: Hemmende Wirkung von Carbachol auf die Isoprenalin-induzierte cAMP-Produktion 
bei kranken und gesunden Pferden. 100 %ige cAMP-Produktion wurde in Abwesenheit von Carbachol 
nach Stimulation mit 10 µmol/l Isoprenalin + 10 µmol/l GTP ermittelt. Die Ergebnisse sind 
Mittelwerte ± S.E.M. von jeweils neun Experimenten.  
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4.4.5 Stimulation der Phospholipase C durch muskarin-cholinerge Rezeptoren bei der 
COB 
 
Um die Frage zu klären, ob der bei einer COB auftretende Bronchospasmus durch eine 
erhöhte Aktivität der PLC bzw. durch vermehrte Expression von Gq/11-Proteinen bedingt sein 
könnte, wurde die hydrolytische Aktivität dieses Enzyms gemessen. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind in der Abbildung 27 und in der Tabelle 18 zusammengestellt. Weder im 
Lungenparenchym noch in den Bronchien oder in der Trachea konnten signifikante Unter-
schiede in der Aktivität der Phospholipase C zwischen an COB erkrankten und gesunden 
Pferden festgestellt werden. 
 
Tabelle 18: Hydrolytische Aktivität der Phospholipase C bei gesunden und COB-kranken 
Pferden an Membranen von Lungenparenchym, Bronchien und Trachea. 
   n Lungenparenchym Bronchien  Trachea 
             (fmol hydrolysiertes PIP2/mg Protein/min) 
GTPγS 
Kontrolle  6 5,8±1,1   9,5±1,6   6,4±1,4 
COB   6 8,1±3,1   8,2±1,3   8,6±2,4 
Carbachol + GTPγS 
Kontrolle  6 12,4±3,5  12,5±2,5  11,2±3,0 
COB   6 15,2±5,9  12,4±2,9  11,4±2,1 
Natriumfluorid 
Kontrolle  6 15,1±2,7  16,9±2,4  19,4±3,4 
COB   6 14,8±4,0  17,7±1,4  19,3±4,0 
Vergleich der hydrolytischen Aktivität der Phospholipase C nach Stimulation mit 5 µmol/l GTPγS, 
1 mmol/l Carbachol + 5 µmol/l GTPγS und 10 mmol/l Natriumfluorid nach Abzug des Basalwertes. 
Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. von n Experimenten. 
































































































Abbildung 27: Aktivität der Phospholipase C an Membranen des Lungenparenchyms (A), der 
Bronchien (B) und der Trachea (C) von gesunden und kranken Pferden. Die Hydrolyse von [3H]-PIP2 
ist nach Stimulation mit 5 µmol/l GTPγS, 1 mmol/l Carbachol + 5 µmol/l GTPγS und 10 mmol/l 
Natriumfluorid (NaF) nach Abzug des Basalwertes dargestellt. Ergebnisse sind Mittelwerte ± S.E.M. 
von jeweils sechs Experimenten. 
 




Für die Beurteilung, ob β-adrenerge und muskarin-cholinerge Rezeptorsysteme im equinen 
Respirationstrakt bei der Pathogenese der COB eine wesentliche Rolle spielen, ist die genaue 
Kenntnis dieser Rezeptoren und ihrer Signaltransduktionsmechanismen unter physiologischen 
Bedingungen Voraussetzung. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit zunächst 
für die genannten Rezeptortypen die Gesamtrezeptorzahl, Subtypverteilung und Aktivier-
barkeit der Signalkomponenten (G-Proteine, AZ, PLC) an Membranen von drei Segmenten 
des Respirationstraktes (Lungenparenchym, Bronchial- und Trachealepithel mit der darunter 
liegenden glatten Muskulatur) gesunder Pferde untersucht. Im Anschluss daran wurden die 
gleichen Kriterien bei Pferden, die an der COB erkrankt waren, bestimmt. 
 
5.1 Identifizierung und Charakterisierung β-adrenerger Rezeptoren im 
Respirationstrakt gesunder Pferde 
 
Für die Identifizierung und Charakterisierung der β-adrenergen Rezeptoren wurde in dieser 
Arbeit als Radioligand der β-adrenerge Antagonist ICYP verwendet. Die spezifische ICYP-
Bindung war in allen drei Segmenten rasch, sättigbar und von hoher Affinität. Die 
Berechnung nach SCATCHARD (1949) ergab für die spezifische ICYP-Bindung eine linear 
verlaufende Gerade (Abbildung 9), die auf eine Interaktion des Radioliganden mit einer 
homogenen Rezeptorpopulation hindeutet. Die sowohl aus dem Scatchard-Plot als auch mit 
der iterativen nichtlinearen Regressionsanalyse ermittelten maximalen Bindungsstellen und 
Dissoziationskonstanten waren nahezu identisch.  
Die Dichte der β-adrenergen Rezeptoren im Lungenparenchym war mit 496,1 ± 23,4 fmol/mg 
Protein deutlich niedriger als beim Rind (CHENG und TOWNLEY 1982) und bei der 
Wistarratte (VANSCHEEUWIJCK et al. 1989), jedoch höher als beim Schwein (GOLDIE et 
al. 1986a) und bei der Sprangue Dawley Ratte (FINNEY et al. 2001) und entsprach in etwa 
der Rezeptorzahl von Mensch (WHICKER et al. 1991), Hund (BARNES et al. 1983), 
Kaninchen (BRODDE et al. 1983) und Meerschweinchen (CARSWELL und NAHORSKI 
1983). Die maximale Rezeptorzahl in der Trachea betrug 79,8 ± 12,6 fmol/mg Protein und 
war damit höher als die von TÖRNEKE et al. (1998) in der Trachealmuskulatur (45 fmol/mg 
Protein) des Pferdes bestimmte Anzahl, jedoch signifikant niedriger als die von diesen 
Autoren bestimmte Anzahl β-adrenerger Rezeptoren am Trachealepithel (341 fmol/mg 
Protein). Der Grund für diese Diskrepanz könnte in der unterschiedlichen Probengewinnung 
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liegen. In der vorliegenden Arbeit wurden Membranen aus Trachealepithel mit der darunter 
liegenden glatten Muskulatur gewonnen, während TÖRNEKE et al. (2002) Muskulatur und 
Epithel getrennt untersuchten.  
Über die Rezeptorheterogenität in verschiedenen Regionen des Respirationstraktes existieren 
bisher beim Pferd keine Untersuchungen. Die im equinen Respirationstrakt ermittelte 
Zunahme der Rezeptorzahl von den großen Atemwegen bis hin zum Lungenparenchym 
stimmt allerdings mit den Daten am Meerschweinchen überein (DUNCAN et al. 1982, 
CARSWELL und NAHORSKI 1983).  
Die Dissoziationskonstante (KD) von ICYP an pulmonalen β-adrenergen Rezeptoren des 
Pferdes war vergleichbar mit der in Präparationen des Respirationstraktes anderer Spezies 
(CARSWELL und NAHORSKI 1983, SPINA et al. 1989, EMALA et al. 1993, EMALA et al. 
1996). 
 
Die Stereoselektivität als ein wichtiges Kriterium für das Bindungsverhalten von 
β-adrenergen Rezeptoren wurde mit den Stereoisomeren (+/-) des nicht selektiven 
β-adrenergen Antagonisten Propranolol an Membranen des Lungenparenchyms, der 
Bronchien und der Trachea überprüft. Die Affinität von (-)-Propranolol war in allen drei 
Segmenten des equinen Respirationstraktes etwa 100-mal höher als die von (+)-Propranolol. 
Die Verdrängungskurven von (-)- und (+)- Propranolol belegen eindeutig die Stereo-
selektivität der β-adrenergen Rezeptoren. BARNES et al. (1983) und BRODDE et al. (1983) 
konnten ebenfalls bei Verdrängungsexperimenten mit Propranolol an Membranen der 
Atemwegsmuskulatur von Hunden bzw. Kaninchen eine vergleichbare Stereoselektivität und 
Affinität feststellen. 
 
β2-adrenerge Rezeptoren werden physiologisch vor allem durch zirkulierende Katecholamine 
(Adrenalin, Noradrenalin) aktiviert und deshalb in Geweben, die eine geringe sympathische 
Innervation aufweisen, bevorzugt exprimiert, während β1-adrenerge Rezeptoren vor allem mit 
sympathischen Nervenfasern assoziiert sind. Im Respirationstrakt spielt bei fast allen 
Säugetierspezies die sympathische Innervation eine untergeordnete Rolle und entsprechend 
überwiegt der β2-Subtyp (Tabelle 2). Über die Verteilung der Subtypen β-adrenerger 
Rezeptoren im equinen Respirationstrakt ist bisher wenig bekannt. Funktionelle Studien 
(SCOTT et al. 1991, TÖRNEKE et al. 1997) lassen vermuten, dass eine Dominanz des β2-
Subtypes in der Atemwegsmuskulatur vorliegt. Für die Bestimmung der β-adrenergen 
Subtypen wurde in der vorliegenden Arbeit das Bindungsverhalten verschiedener β-
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adrenerger Agonisten und Antagonisten an Membranen des equinen Lungenparenchyms, des 
Bronchial- und Trachealepithels mit der darunter liegenden glatten Muskulatur bestimmt. Bei 
der Verwendung des hochselektiven β1-Antagonisten CGP 20712A (DOOLEY et al. 1986) 
und des hochselektiven β2-Antagonisten ICI 118,551 (BILSKI et al. 1983) konnte festgestellt 
werden, dass ICI 118,551 in allen drei Segmenten die ICYP-Bindung mit ca. 10000-mal 
höherer Affinität als der β1-selektive Antagonist hemmte. Beide Liganden verdrängten ICYP 
konzentrationsabhängig mit biphasischen Kurvenverläufen, aus denen auf ein Vorhandensein 
von zwei Bindungsstellen geschlossen werden kann. Entsprechend der Kurvenverläufe konnte 
mit Hilfe der iterativen nichtlinearen Regressionsanalyse sowohl im Lungenparenchym als 
auch in Bronchien und der Trachea ein Verhältnis β1-:β2-Rezeptoren von ca. 20:80 % 
ermittelt werden. Untersuchungen von TÖRNEKE (1999) zeigten dagegen für ICI 118,551 
und CGP 20712A monophasische Verdrängungskurven, woraus die Autorin nur das 
Vorhandensein des β2-Subtypes schlussfolgerte. In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch 
zwei Affinitäten für beide Antagonisten festgestellt, wobei der pKIH-Wert für ICI 118,551 und 
der pKIL-Wert für CGP 20712A den von TÖRNEKE (1999) beobachteten Affinitäten 
entsprechen. Die Ursache für diese Unstimmigkeit ist unklar; sie könnte aber in der 
unterschiedlichen Durchführung der Bindungsstudien liegen. Des Weiteren kann auch bei 
monophasischen Kurvenverläufen ein geringer Anteil β1-adrenerger Rezeptoren von 5-10 % 
nicht ganz ausgeschlossen werden. Im Gegensatz dazu bestätigen die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit die funktionellen Studien von SCOTT et al. (1991), bei denen der β1-
Subtyp in der Atemwegsmuskulatur nachgewiesen wurde.  
Die Prävalenz des β2-Subtypes konnte darüber hinaus aus dem Bindungsverhalten von 
β-adrenergen Agonisten abgeleitet werden. Die Agonistliganden hemmten die ICYP-Bindung 
in der für β2-adrenerge Rezeptoren charakteristischen Rangfolge: Isoprenalin > Adrenalin > 
Noradrenalin (LANDS et al. 1967). Die Verdrängungskurven der drei Agonisten zeigten das 
klassische Bild β-adrenerger Rezeptoren mit flachen und biphasischen Kurvenverläufen, die 
darauf hinweisen, dass sich die β-adrenergen Rezeptoren in zwei Affinitätszuständen - einem 
hochaffinen und einem niederaffinen Zustand - befinden. Die Hill-Koeffizienten für die 
Verdrängungskurven lagen zwischen 0,2 und 0,5 und der Anteil hochaffiner Bindungsstellen 
betrug 18 bis 34 % (Abbildung 12). Der hochaffine Zustand der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren charakterisiert die Bildung eines Komplexes zwischen Agonist, Rezeptor und G-
Protein (STILES et al. 1984, SEVERNE et al. 1987). Dieser so genannte Ternary Komplex 
wird in Gegenwart von GTP durch Interaktion mit dem G-Protein destabilisiert, der Agonist-
Rezeptor-Komplex dissoziiert vom G-Protein und die Rezeptoren gehen in den niederaffinen 
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Zustand über (DE LEAN et al. 1980). So konnte in den vorliegenden Untersuchungen an 
Membranen des equinen Respirationstraktes dargestellt werden, dass die hochaffinen 
Bindungsstellen für Isoprenalin durch Zugabe von 100 µmol/l GTP in einen niederaffinen 
Zustand überführt wurden. Die Verdrängungskurven zeigten einen monophasischen Verlauf 
sowie eine Verschiebung nach rechts zu höheren Agonistkonzentrationen, dem so genannten 
„GTP-Shift“. Durch die vorliegenden Ergebnisse konnte bestätigt werden, dass β-adrenerge 
Rezeptoren im equinen Respirationstrakt potenziell an G-Proteine koppeln können, und dass 
in allen drei Segmenten ca. 35 % der Rezeptoren im aktivierten, hochaffinen Zustand 
vorliegen. Ähnliche Ergebnisse wurden auch im Respirationstrakt anderer Spezies beobachtet 
(VAN KOPPEN et al. 1989, EMALA et al. 1996). 
 
Abschließend wurde als Maß der Funktionalität β-adrenerger Rezeptoren die Aktivität der AZ 
an Membranen der drei respiratorischen Segmente überprüft. Entsprechend der erwarteten 
Signaltransduktion des β-Rezeptor-G-Protein-AZ-Systems wurde die Aktivität nach 
Stimulation der β-adrenergen Rezeptoren (Isoprenalin), der G-Proteine (GTP und NaF) sowie 
nach direkter Aktivierung des Enzyms (Forskolin und Mn2+) bestimmt. Die AZ-Aktivität 
erhöhte sich in den drei Segmenten durch alle Stimulanzien, wodurch die Stimulierbarkeit der 
Signalkaskade belegt werden konnte. Forskolin, als direkter Aktivator der AZ, induzierte an 
Membranen von Bronchien und Trachea die höchste Aktivität, während im Lungenparenchym 
NaF und Isoprenalin zur stärksten Stimulation des Enzyms führten. Ähnliche Ergebnisse am 
Lungenparenchym der Ratte bzw. des Meerschweinchens zeigen Studien von JACKMAN und 
BOBIK (1986) bzw. GRADY et al. (1993), während VANSCHEEUWIJCK et al. (1989) bei 
der Ratte die höchste Menge an cAMP-Bildung durch Forskolin feststellte. EMALA et al. 
(1993) belegten an Membranen der Trachea die stärkste AZ-Stimulation durch Forskolin. Die 
Diskrepanz im stimulierenden Potential von Forskolin zwischen Bronchien bzw. Trachea und 
dem Lungenparenchym könnte mit der unterschiedlichen Affinität von Forskolin für einzelne 
Isoforme der AZ (DEFER et al. 2000) zusammenhängen. Die Expression der AZ-Isoformen 
im equinen Respirationstrakt ist jedoch nicht bekannt. 
Betrachtet man die Zunahme der Rezeptorzahl von der Trachea zum Lungenparenchym im 
equinen Respirationstrakt, so hätte man eigentlich auch eine Zunahme der Aktivität der AZ 
erwartet. In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch keine regionalen Unterschiede in der AZ-
Aktivität weder nach Stimulation mit Isoprenalin, noch mit GTP, NaF oder Mn2+ festgestellt 
werden. Eine ähnliche Diskrepanz zwischen Rezeptorzahl und AZ-Aktivität zeigten die 
Untersuchungen von ROETS und BURVENICH (1995) am bovinen Respirationstrakt. 
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Obwohl diese Autoren die niedrigste Rezeptordichte β-adrenerger Rezeptoren in der 
Trachealmuskulatur beobachteten, war die AZ-Aktivität in diesem Gewebe nach Stimulation 
mit Isoprenalin, GTP und NaF signifikant höher als im Trachealepithel oder im Lungen-
parenchym mit höheren Rezeptorzahlen. Übereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit 
konnten EMALA et al. (1995b) im Respirationstrakt des Hundes keinen Unterschied in der 
GTP-induzierten cAMP-Bildung zwischen den drei Segmenten beobachten, während die 
cAMP-Bildung nach Stimulation mit Isoprenalin in folgender Reihenfolge stattfand: 
Bronchien > Lungenparenchym > Trachea. Studien an Kardiomyozyten und anderen Zellen 
lassen vermuten, dass die Rezeptorzahl oder das Effektorprotein limitierende Faktoren für die 
β-Rezeptor-induzierte Signalkaskade sind (ALOUSI et al. 1991, POST et al. 1995). Studien 
am Herzen zeigten trotz Überexpression von β-adrenergen Rezeptoren nur eine relativ geringe 
Erhöhung der cAMP-Bildung (MILANO et al. 1994), während eine Überexpression der AZ in 
Kardiomyozyten zu einem starken Anstieg der cAMP-Bildung führte (GAO et al. 1998). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit ergeben Hinweise darauf, dass in der Trachea und den 
Bronchien trotz niedriger Rezeptorzahl eine hohe physiologische Aktivität des β-Rezeptor-
AZ-Systems vorliegt. Eine genauere Aussage kann jedoch nur durch funktionelle Studien 
getroffen werden. 
 
5.2 Identifizierung und Charakterisierung muskarin-cholinerger Rezeptoren im 
Respirationstrakt gesunder Pferde 
 
Zunächst erfolgte eine Charakterisierung der Rezeptoren in den drei Segmenten des equinen 
Respirationstraktes bei gesunden Pferden. Sättigungsexperimente mit dem Radioliganden 
[3H]-NMS zeigten an Membranen von Lungenparenchym, Bronchial- und Trachealepithel mit 
der darunter liegenden glatten Muskulatur eine Bindung an homogene Rezeptorpopulationen. 
Die spezifische [3H]-NMS-Bindung war in allen drei Geweben rasch, sättigbar und hochaffin 
mit KD-Werten, welche vergleichbar waren mit denen aus Studien an Membranen der Trachea 
von Meerschweinchen (HADDAD et al. 1991) und des humanen Herzens (BRODDE et al. 
1998). Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit ermittelten Dissoziationskonstante von [3H]-
NMS im equine Lungenparenchym war der KD-Wert in der Lunge von Meerschweinchen, 
Schwein und Mensch mit 0,19-0,45 nmol/l deutlich niedriger (HADDAD et al. 1991, 
HADDAD et al. 1994, HADDAD et al. 1996). Diese Differenz könnte mit der sehr niedrigen 
Rezeptordichte von 22,2 ± 2,9 fmol/mg Protein im Lungenparenchym von Pferden im 
Vergleich zu anderen Spezies zusammenhängen. In der Lunge von Mensch, Schwein, Rind, 
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Ratte oder Meerschweinchen wurden 2- bis 8-mal höhere Rezeptorzahlen als beim Pferd 
festgestellt (CHENG und TOWNLEY 1982, BLOOM et al. 1988, GIES et al. 1989, 
HADDAD et al. 1994). Auch in den Atemwegen scheinen bei Rind, Schwein und Mensch 
muskarin-cholinerge Rezeptoren höher als beim Pferd exprimiert zu werden (CHENG und 
TOWNLEY 1982, VAN KOPPEN et al. 1985, YANG et al. 1986, ROETS und BRUVENICH 
1995). Jedoch wurden bei diesen Spezies Messungen nur an der glatten Muskulatur bzw. an 
der Muskulatur und am Epithel getrennt durchgeführt, wobei das Epithel signifikant 
niedrigere Rezeptorzahlen zeigte (ROETS und BRUVENICH 1995, YANG et al. 1986). Dies 
könnte auch die Differenz zwischen der von TÖRNEKE et al. (2002) beim Pferd bestimmten 
Gesamtrezeptorzahl von 1,4 pmol/mg Protein an der Trachealmuskulatur und der in der 
vorliegenden Arbeit an Trachealepithel und –muskulatur gemessenen Bmax von 
720,1 ± 59,6 fmol/mg Protein erklären.  
Die Anzahl muskarin-cholinerger Rezeptoren im equinen Respirationstrakt ließ signifikante 
regionale Unterschiede erkennen. Im Gegensatz zu den β-adrenergen Rezeptoren zeigten die 
muskarin-cholinergen Rezeptoren eine Abnahme der Rezeptorzahl von den großen 
Atemwegen bis hin zum Lungenparenchym. Ähnliche Ergebnisse wurden auch beim Rind 
(CHENG und TOWNLEY 1982, ROETS und BRUVENICH 1995), Hund (EMALA et al. 
1995b), Meerschweinchen (HADDAD et al. 1991) und Schwein (HADDAD et al. 1994) 
erzielt. 
 
Für die Bestimmung der Subtypen muskarin-cholinerger Rezeptoren wurden Verdrängungs-
experimente mit sechs selektiven Antagonisten durchgeführt. Die Beschränkung bei der 
Auswahl der Antagonisten besteht darin, dass die meisten bisher verwendeten Antagonisten 
nur eine geringe Selektivität mit 10-100-fach höherer Affinität für ein bis zwei Subtypen 
zeigen. Die vorwiegend M1-selektiven Antagonisten Pirenzepin und Telenzepin verdrängten 
[3H]-NMS in der Lunge entsprechend dem zweiseitigen Bindungsmodell mit 24 bzw. 29 % 
hochaffinen Bindungsstellen, wobei die hochaffinen Bindungsstellen mit pKIH von 8,0 
(Pirenzepin) und 8,3 (Telenzepin) mit dem für den M1-Subtyp beschriebenen pKIH-Wert 
korrespondierten (LAZARENO et al. 1990, CAULFIELD und BIRDSALL 1998). Die pKIL-
Werte für die niederaffinen Bindungsstellen von 5,3-5,6 und 6,5-6,7 waren vergleichbar mit 
den Werten für den M2- und M3-Subtyp (DONG et al. 1995). Der Anteil hochaffiner, 
vermutlich dem M1-Subtyp angehörender Bindungsstellen im equinen Lungenparenchym war 
niedriger als der in der humanen Lunge (50-67 %: GIES et al. 1989, BLOOM et al. 1988, 
CASALE und ECKLUND 1988, MAK und BARNES 1989) und der Lunge von Meer-
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schweinchen (48 %: GIES et al. 1989). Im Gegensatz dazu banden Pirenzepin und/oder 
Telenzepin an Membranen des Lungenparenchyms vom Schwein (HADDAD et al. 1994) und 
von der Ratte (GIES et al. 1989) an eine homogene Rezeptorpopulation mit niedriger 
Affinität, die eine Abwesenheit des M1-Subtypes vermuten lassen. Es ist allerdings zu 
berücksichtigen, dass die hochaffinen Bindungsstellen für Pirenzepin und Telenzepin nicht 
zwischen M1- und M4-Rezeptoren unterscheiden (LAZARENO et al. 1990, CAULFIELD und 
BIRDSALL 1998), so dass möglicherweise in der vorliegenden Arbeit die hochaffinen 
Bindungsstellen nicht dem M1-Subtyp sondern M4-Rezeptoren entsprechen könnten wie in 
der Lunge von Kaninchen (LAZARENO et al. 1990) beobachtet wurde. Dennoch kann die 
Präsenz von M4-Rezeptoren im equinen Lungenparenchym ausgeschlossen werden, da 
Tropicamid und MT-3, die für den M4-Subtyp eine hohe Affinität besitzen, nur Rezeptoren 
mit niedriger Affinität mit pKI-Werten von 6,6 und < 6,0 besetzten (LAZARENO et al. 1990, 
CAULFIELD und BIRDSALL 1998). Indessen zeigte Tropicamid in der Lunge von 
Kaninchen eine hohe Affinität entsprechend dem M4-Subtyp mit einem pKI-Wert von 8,0 
(LAZARENO et al. 1990). Bindungsstudien mit Himbacin und Methoctramin an Membranen 
des equinen Lungenparenchyms zeigten ebenfalls zwei Populationen muskarin-cholinerger 
Rezeptoren. Beide Antagonisten besetzten zu 50 % Rezeptoren mit hoher Affinität mit pKIH-
Werten von 8,4 (Methoctramin) und 8,1 (Himbacin), die dem M2-Subtyp entsprechen 
(LAZARENO et al. 1990, CAULFIELD und BIRDSALL 1998). Die niederaffinen Bindungs-
stellen von Methoctramin und Himbacin mit pKIL-Werten von 6,2 bis 6,7 lassen keine 
Unterscheidung zwischen M1-, M3- und M5-Rezeptoren zu. Auch im Lungengewebe von 
Meerschweinchen (HADDAD et al. 1991), Schwein (HADDAD et al. 1994) und von der 
Ratte (FRYER UND EL-FAKAHANY 1990) konnten hochaffine Bindungsstellen für 
Methoctramin festgestellt werden, deren Anteil mit 79-90% jedoch über dem beim Pferd 
gemessenen lag. Des Weiteren hemmte der M3-selektive Antagonist 4-DAMP die [3H]-NMS-
Bindung an Membranen des equinen Lungenparenchyms nach dem zweiseitigen Bindungs-
modell mit 40 % hochaffinen und 60 % niederaffinen Bindungsstellen. Der pKIH-Wert für die 
hochaffinen Rezeptoren war mit 8,5 etwas niedriger als in der Literatur für den M3-Subtyp 
beschrieben (CAUFLIED und BIRDSALL 1998), jedoch existieren keine Angaben für die 
Affinität von 4-DAMP an muskarin-cholinergen Rezeptoren im equinen Gewebe. Aufgrund 
der Selektivität von 4-DAMP für den M3-Rezeptor und des deutlichen biphasischen 
Kurvenverlaufes in Verdrängungsexperimenten mit diesem Antagonisten entspricht der Anteil 
hochaffiner Bindungsstellen wahrscheinlich dem M3-Subtyp. Zusammengefasst zeigen die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Präsenz von M1- (24-28 %), M2- (≈ 50 %) und M3-
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Rezeptoren (≈ 40 %) in der equinen Lunge. Im Gegensatz dazu wurde in der humanen Lunge 
ein hoher Anteil an M1- und nur ein geringer Anteil an M3-Rezeptoren festgestellt (BLOOM 
et al. 1988, MAK und BARNES 1989, 1990), während in der porcinen Lunge vor allem M2- 
und weniger M1- und M3-Rezeptoren exprimiert waren (HADDAD et al. 1994). Beim 
Kaninchen konnten dagegen nur M4-Rezeptoren nachgewiesen werden (LAZARENO et al. 
1990).  
In der Trachea und den Bronchien des Pferdes scheinen im Gegensatz zum Lungenparenchym 
nur M2- und M3-Rezeptoren vorhanden zu sein. Verdrängungsexperimente mit Methoctramin 
ließen einen Anteil hochaffiner, vermutlich dem M2-Subtyp entsprechender muskarin-
cholinerger Rezeptoren von 87 % in den Bronchien und 90 % in der Trachea erkennen. Dies 
war in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von TÖRNEKE et al. (2002), die 83 % 
hochaffine Bindungsstellen für Methoctramin an der glatten Muskulatur der Trachea von 
Pferden identifizierten. Die Präsenz des M2-Subtypes konnte außerdem in der vorliegenden 
Arbeit mit dem biphasischen Verlauf der Verdrängungskurven mit dem M2/M4-selektiven 
Antagonisten Himbacin mit einem Anteil hochaffiner Bindungsstellen von ca. 78 % in den 
Bronchien und ca. 66 % in der Trachea bestätigt werden. Des Weiteren wurde eine 
Heterogenität der 4-DAMP-Bindung in beiden Segmenten der Atemwege des Pferdes gezeigt, 
woraus ca. 15-23 % hochaffine Bindungsstellen berechnet werden konnten. Die Bindung von 
[3H]-NMS an M1-, M4- und M5-Rezeptoren in Bronchien und der Trachea war nicht eindeutig, 
jedoch kann die Präsenz einer geringen Population dieser Subtypen nicht ganz ausgeschlossen 
werden. Pirenzepin und Telenzepin besetzten Rezeptoren mit niedriger Affinität und pKI-
Werten, die für die M2-, M3- und M5-Subtypen berichtet wurden (DONG et al. 1995). Die 
selektiven M4-Antagonisten Tropicamid und MT-3 banden mit sehr niedriger Affinität mit 
pKI-Werten von 6,6 bzw. < 5,5. Für den M5-Subtyp existiert bisher kein selektiver Anta-
gonist, so dass das Vorkommen der M5-Rezeptoren im equinen Respirationstrakt nicht aus-
geschlossen oder bewiesen werden konnte. Die Ergebnisse von TÖRNEKE et al. (2002) zu 
Verdrängungsexperimenten mit 4-DAMP und Pirenzepin an der Trachealmuskulatur von 
Pferden sind widersprüchlich. Bei beiden Substanzen wurden bei einigen Tieren biphasische 
Kurvenverläufe festgestellt, die das Vorhandensein von M3- bzw. M1-Rezeptoren vermuten 
lassen; bei anderen Pferden zeigten beide Substanzen jedoch einen monophasischen 
Kurvenverlauf mit niedriger Affinität für die Rezeptoren, was auf eine Abwesenheit der 
beiden Subtypen hinweisen würde. Funktionelle Studien (VAN NIEUWSTADT et al. 1997, 
YU et al. 1992) belegen allerdings die Präsenz des M3-Subtypes in den Atemwegen des 
Pferdes. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte auch mit 
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Hilfe von Radioligandbindungsstudien und funktionellen Studien in der Trachea vom 
Schwein (HADDAD et al. 1994), Rind (ROETS et al. 1992), Hund (FERNANDES et al. 
1992, EMALA et al. 1995b) und der Ratte (FRYER und EL-FAKAHANY 1990) eine 
Dominanz des M2-Subtypes über den M3-Subtyp beobachtet werden, während allerdings in 
der Trachea vom Meerschweinchen (HADDAD et al. 1991) und im Bronchus des Hundes 
(EMALA et al. 1995b) M2- und M3-Rezeptoren zu gleichen Teilen exprimiert wurden. Beim 
Kaninchen konnte in den Atemwegen nur die mRNA von M3- und M4-Rezeptoren 
nachgewiesen werden (MAK et al. 1993). 
 
Im nächsten Schritt wurde die Kopplungseffizienz der Rezeptoren an G-Proteine überprüft. 
Als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zeigen muskarin-cholinerge Rezeptoren genauso wie 
β-adrenerge Rezeptoren eine Agonistbindung mit unterschiedlicher Affinität, wobei die 
hochaffinen Bindungsstellen den Agonist-Rezeptor-G-Protein-Komplex und die niederaffinen 
Bindungsstellen den von G-Protein entkoppelten Rezeptoren entsprechen. Die Proportion der 
hoch- und niederaffinen Rezeptoren kann durch Zugabe von Guaninnukleotiden verändert 
werden (MITCHELSON 1988, NATHANSON 1987). Entsprechend zeigten die muskarin-
cholinergen Rezeptoren des equinen Respirationstraktes in Verdrängungsexperimenten mit 
dem muskarin-cholinergen Agonisten Carbachol in Abwesenheit von GTP biphasische 
Kurvenverläufe, wobei sich in allen drei Segmenten ca. 35 % der Rezeptoren im hochaffinen, 
d. h. an G-Protein gekoppelten Zustand befanden. Vergleichbare Prozentsätze konnten auch in 
der Lunge von Mensch (CASALE und ECKLUND 1988) und Schwein (YANG et al. 1986) 
ermittelt werden. Nach Zusatz von GTP erfolgte in allen drei Segmenten der „GTP-Shift“, die 
Rezeptoren gingen in den niederaffinen, inaktiven Zustand über. Während GTP im equinen 
Respirationstrakt eine signifikante Änderung in der Anzahl hochaffiner Bindungsstellen 
verursachte, hatte diese Substanz interessanterweise keinen Effekt in der humanen Lunge und 
der Lunge vom Kaninchen (BLOOM et al. 1988, LAZARENO et al. 1990). Übereinstimmend 
mit den equinen Atemwegen erfolgte in der caninen und bovinen Trachea (MURLAS et al. 
1982, LUCCHESI et al. 1990) durch Zugabe von Guaninnukleotiden eine Überführung hoch-
affiner Bindungsstellen für muskarin-cholinerge Agonisten in niederaffine Bindungsstellen. 
 
Weiterhin wurde die Funktionalität der muskarin-cholinergen Signalkaskade im Respirations-
trakt gesunder Pferde überprüft. Es ist nachgewiesen, dass muskarin-cholinerge Rezeptoren 
des M2-Subtypes an Gi/o-Proteine in glatten Muskelzellen der Atemwege verschiedener 
Spezies koppeln und damit die AZ hemmen können (JONES et al. 1987, PYNE et al. 1992, 
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WIDDOP et al. 1993, EMALA et al. 1995b). In den vorliegenden Untersuchungen konnte 
gezeigt werden, dass der muskarin-cholinerge Agonist Carbachol in allen drei Segmenten des 
equinen Respirationstraktes in der Lage war, die Isoprenalin-induzierte Aktivität der AZ zu 
senken. Es konnte ein tendenzieller jedoch nicht signifikanter Unterschied zwischen den drei 
untersuchten Geweben in der Carbachol-induzierten Hemmung der Isoprenalin + GTP-
stimulierten AZ-Aktivität festgestellt werden. Carbachol hemmte die AZ-Aktivität in der 
Reihenfolge Trachea > Bronchien > Lunge. Dies könnte vermutlich mit der stark unter-
schiedlichen muskarin-cholinergen Rezeptordichte dieser Gewebe (Trachea > Bronchien >>> 
Lunge) sowie mit der Kopplungsfähigkeit dieser Rezeptoren an G-Proteine zusammenhängen. 
Allerdings konnten EMALA et al. (1995b) im caninen Respirationstrakt eine M2-vermittelte 
Hemmung der Isoprenalin + GTP-stimulierten AZ durch Carbachol lediglich in der Trachea 
feststellen. Diese Autoren vermuten, dass die Anzahl M2-Rezeptoren in den anderen Geweben 
(Bronchien, Lunge) beim Hund nicht ausreichend ist. Die genaue Bedeutung der M2-
vermittelten Hemmung der AZ in der glatten Muskulatur der Atemwege ist dennoch bisher 
unklar. 
Muskarin-cholinerge Rezeptoren der Subtypen M1, M3 und M5 vermitteln dagegen ihre 
Signale über Gq/11-Proteine und Aktivierung der PLC (CAUFILED und BIRDSALL 1998, 
ALEXANDER et al. 2001). Zur Überprüfung der Signalübertragungskaskade der im equinen 
Respirationstrakt nachgewiesenen M1- und M3-Rezeptoren wurde die Inositolphosphat-
Bildung durch die PLC nach Stimulation der muskarin-cholinergen Rezeptoren (Carbachol) 
und der G-Proteine (GTPγS und NaF) bestimmt. In den drei Segmenten konnte durch alle 
Stimulanzien eine Erhöhung der PIP2-Spaltung durch die PLC gemessen werden, wodurch die 
Funktionalität der Signalkomponenten belegt werden konnte. Vergleicht man die Höhe der 
durch Carbachol induzierten IP3-Bildung, so scheint eine Zunahme der PLC-Aktivität mit 
steigender Rezeptorzahl zu erfolgen. Dies konnte jedoch auf Grund der relativ hohen 
Standardabweichung nicht statistisch gesichert werden. Die Aktivität der PLC wurde zwar 
von verschiedenen Arbeitsgruppen im Respirationstrakt unterschiedlicher Spezies untersucht 
(GRANDORDY et al. 1986, WILLS-KARP 1991, HOITING et al. 1996), dennoch wurden 
eventuelle regionale Unterschiede dabei nicht erfasst. 
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5.3 Expression und Funktion β-adrenerger Rezeptoren im Respirationstrakt bei der 
COB des Pferdes 
 
β-Adrenerge Rezeptoren vor allem der β2-Subtyp sind in der Therapie der COB ein 
wesentlicher therapeutischer Angriffspunkt zur Bekämpfung des Bronchospasmus. Unter-
suchungen zur Wirksamkeit des β2-Sympathomimetikums Clenbuterol bei der Therapie der 
COB zeigten unterschiedliche Ergebnisse. In einer groß angelegten Feldstudie mit 239 an 
COB-erkrankten Pferden reagierten nur 24 % der Pferde auf die therapeutisch empfohlene 
Dosis von 0,8 µg/kg Clenbuterol, andere reagierten erst ab höheren Dosierungen mit einer 
Verbesserung der Lungenfunktion. Bei 25 % der Pferde zeigte Clenbuterol keinen Effekt 
(ERICHSEN et al. 1994). Diese Ergebnisse geben einen Hinweis auf eine Dysfunktion des β-
adrenergen Rezeptorsystems während der COB. Aus diesem Grund wurden in der vor-
liegenden Arbeit die Anzahl, Subtypverteilung und Funktionalität der Signalübertragungs-
kaskade bei COB-Pferden überprüft. 
In der vorliegenden Arbeit konnte bei Pferden, die an einer COB erkrankt waren, eine 
Abnahme der Dichte der β-adrenergen Rezeptoren im Lungenparenchym und in den 
Bronchien um etwa 30-40 % festgestellt werden. Das Verhältnis der Subtypen β-adrenerger 
Rezeptoren zeigte im Lungenparenchym und in den Bronchien eine Tendenz zur Ver-
schiebung hin zum β1-Subtyp. Diese Beobachtung konnte jedoch nicht statistisch belegt 
werden. Die Affinität der Rezeptoren für ICYP war in keinem der drei Segmente verändert. 
Des Weiteren wurde in der Lunge und in den Bronchien eine verminderte Effizienz β-
adrenerger Rezeptoren an G-Proteine zu koppeln festgestellt. Um die Frage zu klären 
inwieweit diese Veränderungen Einfluss auf die intrazelluläre cAMP-Bildung nehmen 
können, bzw. ob weitere Dysfunktionen im Post-Rezeptorsystem vorliegen, wurde die 
Aktivität der AZ - wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben - bestimmt. Forskolin und Mn2+, beide 
direkte Aktivatoren der AZ, waren in der Lage das Enzym im Respirationstrakt erkrankter 
Pferde in gleichem Maße zu stimulieren wie bei den gesunden Tieren, woraus geschlossen 
werden kann, dass in keinem der drei Segmente ein Defekt am Enzym selbst vorliegt. 
Ebenfalls konnten keine Veränderungen des AZ-stimulierenden Effekts von GTP und NaF 
gefunden werden, so dass die signalübertragenden G-Proteine durch die Erkrankung nicht 
beeinflusst zu sein scheinen. Dennoch konnte nach direkter Stimulation der β-adrenergen 
Rezeptoren durch Isoprenalin gezeigt werden, dass die katalytische Aktivität der AZ im 
Lungenparenchym und in den Bronchien vermindert war. Die zuletzt genannte Veränderung 
der AZ-Aktivität in der Lunge und in den Bronchien korreliert mit der Reduktion der Anzahl 
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β-adrenerger Rezeptoren sowie deren verminderter Kopplungsfähigkeit an Gs-Protein. 
Im Vergleich mit Tiermodellen, bei denen eine bronchiale Hyperreaktivität ausgelöst wurde, 
bzw. mit dem Asthma bronchiale des Menschen zeigen einige Untersuchungen 
Übereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Sowohl Meerschweinchen, 
die mit Ovalbumin sensibilisiert wurden, als auch Meerschweinchen, die mit Haemophilus 
influenzae infiziert waren, zeigten eine Abnahme der β-adrenergen Rezeptoren im 
Lungenparenchym (HAYASHI et al. 1988, ENGELS et al. 1989). Die Down-Regulation der 
Rezeptoren in Haemophilus influenzae infizierten Meerschweinchen fand nur an der 
Alveolarwand, im Bronchialepithel und der glatten Muskulatur von Blutgefäßen statt, d. h. 
wie auch in der vorliegenden Arbeit im Bereich des Lungenparenchyms und im Bereich der 
Bronchien. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde in der Lunge von Basenjigreyhounds 
eine erhöhte Anzahl β-adrenerger Rezeptoren mit einem erhöhten Anteil des β2-Subtypes 
festgestellt, während in dieser Studie wie auch in der vorliegenden Arbeit der Anteil 
hochaffiner, d. h. an Gs-Protein gekoppelter Rezeptoren sowie die Isoprenalin-induzierte AZ-
Aktivität verringert war (EMALA et al. 1996). Der Anstieg in der Rezeptorzahl und die 
reduzierte AZ-stimulierende Potenz von Isoprenalin konnten beim Basenjigreyhound auch in 
der Trachealmuskulatur demonstriert werden (EMALA et al. 1993), wogegen in der 
vorliegenden Arbeit in der Trachea keine Veränderungen beobachtet wurden. 
Bei Asthmatikern konnten vergleichbar mit den Ergebnissen dieser Arbeit durch 
SZENTIVANYI et al. (1979) ebenfalls eine reduzierte Anzahl β-adrenerger Rezeptoren in der 
Lunge nachgewiesen werden. Andere Autoren dagegen stellten keine Veränderung 
(HADDAD et al. 1996) bzw. sogar eine Überexpression β-adrenerger Rezeptoren (SPINA et 
al. 1989, BAI et al. 1992) fest. 
Die Mechanismen für die Veränderungen im β-adrenergen System bei der COB sind unklar. 
Als Ursachen für die beobachteten Veränderungen kommen verschiedene Möglichkeiten in 
Betracht:  
1. genetischer Defekt in der Expression β-adrenerger Rezeptoren 
2. entzündungsbedingte morphologische Veränderungen  
3. Wirkung verschiedener Entzündungsmediatoren 
4. Down-Regulation durch β-Sympathomimetika. 
MARTI et al. (1991) konnte eine genetische Veranlagung für die Manifestation der COB 
nachweisen. Die statistische Auswertung der Nachkommenschaft verschiedener Pferde-
populationen zeigte eine deutlich erhöhte Inzidenz der Erkrankung in der Nachkommenschaft 
COB-kranker Pferde. Dies könnte ein Hinweis auf eine primäre Reduktion der β-adrenergen 
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Rezeptoren sein. Für das Asthma bronchiale, welches in der Pathogenese der COB sehr 
ähnlich ist, wurde zunächst auch ein primärer Defekt des β-Rezeptor-G-Protein-AZ-Systems 
von SZENTIVANYI (1968) postuliert. Spätere Untersuchungen deuten jedoch auf eine 
sekundäre Beeinflussung des β-adrenergen Rezeptorsystems hin, da die beobachteten Ver-
änderungen mit der Schwere der Erkrankung korrelierten (PARKER und SMITH 1973, 
BROOKS et al. 1979, KARIMAN 1980, MEURS et al. 1982).  
β-Adrenerge Rezeptoren wurden an verschiedenen Zelltypen (Tabelle 3) im Respirationstrakt 
nachgewiesen. Auf Grund dieser heterogenen Verteilung könnten morphologische Ver-
änderungen, die im Verlauf der Krankheit auftreten, zu einem veränderten Expressionsmuster 
der β-adrenergen Rezeptoren führen. Desquamation von Bronchialepithelzellen und Ersatz 
durch undifferenzierte Zellen, Becherzellmetaplasie, Hypertrophie der glatten Muskulatur und 
Infiltration mit Entzündungszellen (SCHOON und DEEGEN 1983, KAUP et al. 1990a, b) 
könnten somit die Expression dieser Rezeptoren beeinflussen. Hierfür spricht auch, dass die 
Veränderungen im β-adrenergen System nur in den Segmenten auftraten, die primär bei der 
COB verändert sind.  
Neben entzündungsbedingten morphologischen Veränderungen könnten auch während der 
Entzündung freigesetzte Mediatoren zu den Veränderungen im β-adrenergen Rezeptorsystem 
geführt haben. SANTING et al. (1994) beobachteten im Asthmamodell an Meerschweinchen, 
die mit Ovalbumin sensibilisiert waren, nach Antigenexposition parallel zur Infiltration mit 
Entzündungszellen eine verminderte relaxierende Wirkung von Isoprenalin, weshalb eine 
Verbindung zwischen Entzündungsmediatoren und der Dysfunktion des β-adrenergen 
Rezeptorsystems vermutet wurde. Die Wirkung einiger Mediatoren auf pulmonale Re-
zeptorsysteme ist derzeit gut bekannt. Durch die Zytokine Interleukin-1β (IL-1β) und 
Transforming-growth-factor-β1 (TGF-β1) konnte in einigen Versuchen in vivo und in vitro am 
respiratorischen Gewebe verschiedener Tiermodelle eine Reduktion der Anzahl β-adrenerger 
Rezeptoren und eine verminderte cAMP-Bildung nach Stimulation mit Agonisten 
entsprechend den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit festgestellt werden (NOGAMI et al. 
1994, KOTO et al. 1996, MAK et al. 2000, MAK et al. 2002). Allerdings wurde in der 
humanen Tumorzelllinie A549 nach Inkubation mit IL-1β ein Anstieg der Rezeptorzahl 
beobachtet (NAKANE et al. 1990). Der Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) vermochte in der 
Trachealmuskulatur des Kaninchens ebenfalls die Isoprenalin-induzierte cAMP-Bildung zu 
senken (HAKONARSON et al. 1996). JOUBERT et al. (2001) konnten in equinen 
neutrophilen Granulozyten während einer akuten Lungenentzündung eine verstärkte 
Expression von IL-1β und TNF-α nachweisen. Da die COB eine Erkrankung ist, die durch die 
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Einwanderung von Neutrophilen charakterisiert ist, könnten diese beiden Zytokine für die in 
der vorliegenden Arbeit beobachteten Veränderungen verantwortlich sein. Der Plättchen-
aktivierende Faktor (PAF) führte in humanem Lungengewebe ebenfalls zu einer Reduktion 
der Anzahl β-adrenerger Rezeptoren (AGRAWAL und TOWNLEY 1987) sowie deren Anteil 
hochaffiner, potenziell an Gs-Protein gekoppelter Rezeptoren (RAAIJMAKERS et al. 1989). 
Untersuchungen an Pferden, die an der COB erkrankt waren, zeigten keinen Effekt von PAF-
Antagonisten auf die Lungenfunktion (MARR et al. 1996), so dass PAF bei der COB nur eine 
untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Ferner sind Leukotriene in der Lage das β-adrenerge 
System zu beeinflussen. So senkten 15-Hydroperoxyarachnidonsäure (15-HPETE), 
Leukotrien B4 und C4 im Lungengewebe des Menschen und von Meerschweinchen die 
Rezeptorzahl (RAAIJMAKERS et al. 1989, NIJKAMP und VAN OOSTERHOUT 1984). In 
Studien an Pferden konnte gezeigt werden, dass Leukotriene eine Bronchokonstriktion 
verursachen können (MARR et al. 1998b). Des Weiteren verminderte der 5-Lipoxygenase-
Inhibitor Fenleuton bei einigen COB-Pferden die Bronchokonstriktion (MARR et al. 1998a). 
Darüber hinaus kommt es bei entzündlichen Veränderungen zur Freisetzung von reaktiven 
Sauerstoffradikalen. LOESBERG et al. (1989) stellte eine negative Korrelation zwischen der 
Menge gebildeter Superoxide und der Funktion β-adrenerger Rezeptoren fest. Im Lungen-
parenchym von Ratten konnte durch Lipidoxidation eine Reduktion der β-adrenergen 
Rezeptoren ausgelöst werden (KRAMER et al. 1986), so dass möglicherweise die Ver-
änderungen im β-adrenergen System in der vorliegenden Arbeit auch durch Sauerstoff-
radikale hervorgerufen sein könnten. Als Ursache für die Reduktion der Rezeptoren werden 
eine Reaktion der Sauerstoffradikale mit Sulfhydryl-Resten und damit eine Beschädigung der 
Rezeptoren vermutet (NIJKAMP 1993). 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass verschiedene Entzündungsmediatoren in der 
Lage sein können, das β-adrenerge Rezeptor-G-Protein-AZ-System zu beeinflussen. Die 
durch IL-1β, TNF-α, TGF-β1, Leukotriene und Sauerstoffradikale in den oben genannten 
Studien beobachteten Veränderungen stimmen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 
wie Abnahme der Anzahl β-adrenerger Rezeptoren und ihres Kopplungsvermögens an G-
Proteine sowie verminderte cAMP-Bildung nach Stimulation mit Isoprenalin überein. 
Inwieweit diese Veränderungen bei der COB durch Entzündungsmediatoren hervorgerufen 
sein könnten, bedarf weiterer Untersuchungen. 
Diskussion  97 
 
Eine weitere mögliche Erklärung für die Abnahme der β-adrenergen Rezeptoren könnte eine 
durch lang anhaltende Therapie mit Sympathomimetika hervorgerufene homologe 
Desensibilisierung und Down-Regulation sein. Sowohl im Lungenparenchym (MAK et al. 
1995, NISHIKAWA et al. 1993, FINNEY et al. 2001, NERME et al. 1990) als auch in den 
Bronchien (HAUCK et al. 1997) und der Trachea (FERNANDES et al. 1988) verschiedener 
Spezies wurde dieses Phänomen beschrieben. Da jedoch in der vorliegenden Arbeit nur 
Probenmaterial von Pferden verwendet wurde, die nicht vorbehandelt waren, kann dieser 
Mechanismus ausgeschlossen werden. 
Unter Berücksichtigung aller Aspekte wird hier vermutet, dass die beobachteten Ver-
änderungen im β-adrenergen Rezeptorsystem wahrscheinlich durch ein Zusammenspiel von 
entzündungsbedingten morphologischen Veränderungen und Freisetzung von Entzündungs-
mediatoren hervorgerufen sind. 
 
5.4 Expression und Funktion muskarin-cholinerger Rezeptoren im Respirationstrakt 
bei der COB des Pferdes  
 
Muskarin-cholinerge Rezeptoren sind die physiologischen Gegenspieler der β-adrenergen 
Rezeptoren. Der bei einer COB auftretende Bronchospasmus könnte somit auch durch eine 
Dysfunktion der muskarin-cholinergen Rezeptoren hervorgerufen werden. Auf Grund ihrer 
Verteilung und Funktion könnten drei verschiedene Mechanismen zur Erhöhung des Tonus 
der glatten Muskulatur beitragen. Zum einen würde eine verstärkte Expression post-
synaptischer M3-Rezeptoren via Gq/11-Protein und PLC zu einer Erhöhung des intrazellulären 
Kalziumspiegels und somit zu einer Verstärkung der Kontraktion führen. Zum Zweiten 
könnte eine erhöhte Anzahl postsynaptischer M2-Rezeptoren wie bei Basenjigreyhounds 
(EMALA et al. 1995a) durch Hemmung der AZ die inhibitorische Wirkung des β-adrenergen 
Systems aufheben und dadurch ebenfalls die Kontraktion verstärken. Und als dritte Möglich-
keit könnte durch einen Defekt präsynaptischer M2-Rezeptoren, wie dieser in verschiedenen 
Tiermodellen nachgewiesen wurde (COULSON und FRYER 2003), die Freisetzung von 
Acetylcholin aus parasympathischen Nervenfasern erhöht sein und damit die Wirkung 
postsynaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren verstärkt werden. 
In der vorliegenden Arbeit konnte lediglich im Lungenparenchym eine tendenzielle Abnahme 
der Gesamtrezeptorzahl muskarin-cholinerger Rezeptoren bei der COB festgestellt werden, 
die jedoch aufgrund der geringen Rezeptordichte im Lungenparenchym funktionell ohne 
Bedeutung sein dürfte. Die Anzahl freier Bindungsstellen für den radioaktiv markierten 
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Liganden [3H]-NMS war in den Bronchien und der Trachea bei COB-kranken Pferden 
unverändert. Die Affinität des Liganden zum Rezeptor war in allen drei Geweben bei 
gesunden und erkrankten Pferden für die jeweiligen Segmente identisch. Ferner wurde in 
keinem der drei Segmente eine Verschiebung des Verhältnisses der Subtypen zueinander oder 
eine Änderung des Kopplungsvermögens der Rezeptoren an G-Proteine beobachtet. Um eine 
eventuelle Dysfunktion der Signalübertragungskaskaden zu überprüfen, wurden zum einen 
die Hemmung der AZ durch den muskarin-cholinergen Agonisten Carbachol und zum 
anderen die Aktivität der PLC bestimmt. Die inhibitorische Wirkung von Carbachol auf die 
Isoprenalin-induzierte Aktivität der AZ setzt die Funktionalität aller Komponenten voraus. 
Carbachol zeigte bei COB-Pferden keinerlei Veränderung der inhibitorischen Wirkung, so 
dass kein Defekt der M2-Rezeptor-Gi/o-Protein-AZ-Kaskade vorzuliegen scheint. Zur 
Überprüfung des M1/3-Rezeptor-Gq/11-Protein-PLC-Systems wurde die Inositolphosphat-
Bildung nach Stimulation der Rezeptoren (durch Carbachol in Anwesenheit von GTPγS) und 
nach Aktivierung der Gq/11-Proteine (durch GTPγ-S und NaF) bestimmt. Weder nach 
Aktivierung der Gq/11-Proteine noch nach Stimulation der muskarin-cholinergen Rezeptoren 
konnte eine veränderte Aktivität der PLC im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt 
werden. In Übereinstimmung mit in vitro Studien von LeBLANC et al. (1991) und 
BROADSTONE et al. (1991) an der Atemwegsmuskulatur von COB-Pferden, bei denen 
durch exogenes Acetylcholin keine erhöhte Kontraktion hervorgerufen werden konnte, 
scheint bei dieser Erkrankung kein Defekt postsynaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren 
vorzuliegen. Im Gegensatz dazu beobachteten die Autoren eine verstärkte Kontraktion nach 
elektrischer Feldstimulation, was auf eine erhöhte Acetylcholin-Freisetzung und einen 
möglichen Defekt präsynaptischer Muskarinrezeptoren deutet. Während ZHANG et al. (1999) 
anhand funktioneller Studien ebenfalls eine Dysfunktion muskarin-cholinerger Auto-
rezeptoren vermuteten, konnten WANG et al. (1995a) in ihren Untersuchungen keinen Beleg 
dafür finden. Dagegen wurde in beiden Studien ein Defekt präsynaptischer α2-Rezeptoren 
(WANG et al. 1995a, ZHANG et al. 1999) festgestellt. Das Probenmaterial in der 
vorliegenden Arbeit enthielt präparationsbedingt sowohl postsynaptische als auch prä-
synaptische muskarin-cholinerge Rezeptoren. Eine Unterscheidung zwischen beiden war mit 
den verwendeten Methoden nicht möglich. Hinweise auf eine Dysfunktion muskarin-
cholinerger Rezeptoren im equinen Respirationstrakt bei einer COB, ob prä- oder post-
synaptisch, konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht nachgewiesen werden.  





In der vorliegenden Arbeit erfolgte erstmals eine umfassende Charakterisierung β-adrenerger 
und muskarin-cholinerger Rezeptoren im equinen Respirationstrakt. Beide Rezeptortypen 
wurden hinsichtlich ihrer regionalen Verteilung, ihrer Subtypen, des Kopplungsvermögens an 
G-Proteine sowie der Funktionalität der Signalübertragungskaskade vergleichend untersucht. 
Dabei konnten regionale Unterschiede in der Dichte β-adrenerger und muskarin-cholinerger 
Rezeptoren nachgewiesen werden, während die physiologischen Aktivitäten der Effektor-
enzyme annähernd gleich zu sein scheinen.  
Mit dieser Arbeit konnten darüber hinaus neue Erkenntnisse zur Aufklärung von möglichen 
Ursachen des Bronchospasmus während einer COB gewonnen werden. Die Befunde an 
Organmaterialien COB-kranker Pferde zeigten an Membranen von Lungenparenchym und 
Bronchialepithel mit der darunter liegenden glatten Muskulatur eine Reduktion der Anzahl β-
adrenerger Rezeptoren sowie eine verminderte Fähigkeit dieser Rezeptoren an Gs-Protein zu 
koppeln. Diese Veränderungen wurden auch in einer verringerten cAMP-Bildung nach 
Stimulation der Rezeptoren reflektiert. Dabei beschränkten sich die Abweichungen auf 
Regionen des Respirationstraktes die primär von der COB betroffen sind. Muskarin-
cholinerge Rezeptoren im equinen Respirationstrakt scheinen bei der Manifestation der 
Erkrankung nicht beeinflusst zu werden.  
Wodurch die Veränderungen im β-adrenergen System hervorgerufen wurden, welchen Ein-
fluss sie auf die Kontraktilität der glatten Muskulatur haben bzw. welche Bedeutung sie für 
die Therapie mit β2-Sympathomimetika besitzen, müssen zukünftige Untersuchungen, vor 
allem funktionelle Studien, zeigen.  
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Die chronisch obstruktive Bronchitis des Pferdes ist charakterisiert durch Bronchospasmus, 
Entzündung und Dyskrinie. Der Bronchospasmus wird als Ergebnis der direkten Wirkung von 
Entzündungsmediatoren und der indirekten Wirkung des autonomen Nervensystems 
angesehen. Vorkommen und Eigenschaften β-adrenerger und muskarin-cholinerger 
Rezeptoren im equinen Respirationstrakt wurden bislang nicht umfassend untersucht. Aus 
diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit beide Rezeptorsysteme in drei Segmenten 
des Respirationstraktes (Lungenparenchym, Bronchial- und Trachealepithel mit der darunter 
liegenden glatten Muskulatur) von gesunden und an COB erkrankten Pferden mit Hilfe von 
Radioligandbindungsstudien und Adenylatzyklase- bzw. Phospholipase C-Assay untersucht. 
Bei gesunden Pferden konnte eine Zunahme der Anzahl β-adrenerger Rezeptoren von den 
großen Atemwegen bis zum Lungenparenchym festgestellt werden. β-adrenerge Rezeptoren 
zeigten in Verdrängungsexperimenten mit Agonisten in allen drei Abschnitten einen Anteil 
hochaffine, an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren von ca. 35 %. In allen drei Segmenten 
konnten die Subtypen β1 und β2 im Verhältnis von 20:80 % nachgewiesen werden. Die 
Dominanz des β2-Subtypes konnte außerdem durch die für den β2-Subtyp charakteristische 
Reihenfolge der pharmakologischen Wirkungsstärke von Agonisten ((-)-Isoprenalin > (-)-
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Adrenalin > (-)-Noradrenalin) bestätigt werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass 
β-adrenerge Rezeptoren in Membranpräparationen der drei Segmente in der Lage waren das 
Adenylatzyklase-System zu aktivieren.  
Muskarin-cholinerge Rezeptoren zeigten im Gegensatz zu den β-adrenergen Rezeptoren eine 
Abnahme der Rezeptorzahl von den großen Atemwegen bis zum Lungenparenchym. Der 
Anteil hochaffiner, an G-Protein gekoppelter muskarin-cholinerger Rezeptoren betrug in allen 
drei Segmenten ca. 35 %. Im Lungenparenchym wurden sowohl M1- (24-28 %), als auch M2- 
(≈ 50 %) und M3-Rezeptoren (≈ 40 %) nachgewiesen, während in den Atemwegen nur M2- 
und M3-Rezeptoren im Verhältnis von ungefähr 80:20 % identifiziert wurden. Während M2-
Rezeptoren das Adenylatzyklase-System hemmten, aktivierten M1- bzw. M3-Rezeptoren das 
Enzym Phospholipase C. 
Bei der COB wurden keine wesentlichen Unterschiede im muskarin-cholinergen System 
zwischen gesunden und an COB-erkrankten Pferden festgestellt. Es konnte lediglich eine 
tendenzielle Abnahme der Rezeptordichte im Lungenparenchym festgestellt werden. Im 
Gegensatz dazu wurde bei COB-Pferden eine signifikante Abnahme der Anzahl β-adrenerger 
Rezeptoren im Lungenparenchym (333,4 ± 27,1 vs. 496,1 ± 23,4 fmol/mg Protein) und in den 
Bronchien (90,4 ± 19,0 vs. 155,1 ± 19,6 fmol/mg Protein) beobachtet, wobei beide Subtypen 
betroffen zu sein scheinen. Die Affinität für ICYP war dabei unverändert. Außerdem war das 
Vermögen der β-adrenergen Rezeptoren an die α-Untereinheit von G-Proteinen zu koppeln in 
beiden Segmenten vermindert (Lungenparenchym 24 % vs. 34 %, Bronchien 25 % vs. 34 %). 
Die Abnahme der Anzahl β-adrenerger Rezeptoren und der reduzierte Anteil hochaffiner 
Bindungsstellen für Isoprenalin widerspiegelten sich in der verminderten Wirkung von 
Isoprenalin die Adenylatzyklase zu stimulieren (Lungenparenchym 74,9 vs. 133,7 pmol/mg 
Protein/min, Bronchien 101,4 vs. 142,0 pmol/mg Protein/min). Das Kopplungsvermögen von 
Gs-Protein an die Adenylatzyklase bzw. die Aktivität der Adenylatzyklase selbst waren 
unverändert. An Membranen der Trachea von COB-Pferden konnten weder in der Anzahl, 
noch im Verhältnis der Subtypen, dem Kopplungsvermögen an Gs-Protein oder der Aktivität 
der Adenylatzyklase Veränderungen beobachtet werden. 
Die Ergebnisse zeigen, dass während einer COB die inhibitorische Funktion des β-adrenergen 
Rezeptor-G-Protein-Adenylatzyklase-Systems vermindert ist, während das exzitatorische 
muskarin-cholinerge System unverändert bleibt. β-adrenerge Rezeptoren scheinen somit für 
die Pathophysiologie der COB von Bedeutung sein. Die Abnahme der Rezeptoren könnte 
auch die z. T. unzureichende Wirkung der Therapie mit β2-Sympathomimetika erklären. 
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It is well known that recurrent airway obstruction (RAO) is a common respiratory disorder of 
horses characterized by bronchospasm, airway inflammation and mucus accumulation. 
Bronchospasm is suggested to be caused as a result of direct mediator effects on smooth 
muscle, and indirect effects exerted via the autonomic nervous system. However, expression 
and characteristics of the β-adrenergic and cholinergic receptors in the equine respiratory 
system is not well known. Therefore, in this study both receptor systems were investigated in 
three segments of the respiratory tract (equine peripheral lung, smooth muscle and epithelium 
of the bronchi and trachea) in non-treated horses with stable RAO and healthy horses using 
radioligand binding studies, adenylate cyclase and phospholipase C assay. 
Under physiological conditions there was an increase in the amount of β-adrenergic receptors 
from the large to the small airways. β-adrenergic receptors of the three segments showed in 
competitive displacement studies with agonists about 35 % high affinity binding sites, 
representing G-protein coupling. In the equine respiratory system there could be identified 
two subtypes of β-adrenergic receptors; β1 and β2. The proportion of β1:β2  was about 20:80 % 
in all three segments. In addition, agonists competed for specific binding with a rank order of 
potency (-)-isoprenaline > (-)-adrenaline > (-)-noradrenaline, which is typical for a β2-subtype 
of adrenergic receptor. Furthermore, it could be shown that β-adrenergic receptors are able to 
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stimulate membrane bound adenylate cyclase. 
In contrast to the β-adrenergic receptors the cholinergic system showed a decrease in the 
amount of muscarinic acetylcholine receptors from the large to the small airways. High 
affinity agonist binding sites representing G-protein coupling were about 35 % in all three 
segments. In lung parenchyma M1- (24-28 %), M2- (~ 50 %) and M3-receptors (~ 40 %) were 
found, whereas in the airways only the M2- and M3-subtypes in the proportion of about 
80:20 % could be identified. M2-receptors were able to inhibit membrane bound adenylate 
cyclase whereas M1-/M3-receptors activated phospholipase C. 
Between horses with RAO and healthy individuals there was no important difference in the 
cholinergic system. There was only a tendency in decreasing receptor number in lung 
parenchyma. In contrast, in RAO horses, the number of β-adrenergic receptors was 
significantly decreased in peripheral lung (333.4 ± 27.1 vs. 496.1 ± 23.4 fmol/mg protein) and 
bronchi which include epithelium and the underlying smooth muscle (90.4 ± 19.0 vs. 155.1 ± 
19.6 fmol/mg protein), whereby both subtypes seem to be involved. The dissociation constant 
(KD) of ICYP for the receptor remained unchanged. The high affinity state was reduced to a 
similar extent only in the lung 34 % vs. 24 % and in the bronchi 34 % vs. 25% suggesting a 
decrease in the coupling potency of β-adrenergic receptors to G-protein. The decreases in the 
β-adrenoceptor density and in the amount of β-adrenergic receptors in the high affinity state 
were accompanied by decreased coupling efficiency of the adenylate cyclase for the stimulant 
isoprenaline in both lung (74.9 vs. 133.7 pmol/mg protein/min) and bronchi (101.4 vs. 142.0 
pmol/mg protein/min). The coupling of G-protein to adenylate cyclase and the activity of the 
cyclase were unchanged. However, in RAO, in the tracheal epithelium with the underlying 
smooth muscle, neither the density of β-adrenoceptors nor the proportion of the β1:β2 or the 
adenylate cyclase activity or the affinity state were altered. 
It is concluded, that in the equine airways during RAO the inhibitory function of the β-
adrenoceptor G-protein-adenylate cyclase system was impaired, whereas the excitatory 
muscarinic acetylcholine receptors remained unchanged. In the pathophysiology of RAO the 
sympathetic system might be affected, and thus, the β-adrenergic dysfunction might explain 
the not sufficient effect of adrenergic drug therapy which was repeatedly reported in horses 
with RAO.  
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